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Zusammenfassung 
Die Genexpression in eukaryotischen Zellen gliedert sich in Transkription und verschiedene 
Prozessierungsschritte. Einer dieser Prozessierungsschritte ist das prä-mRNA Spleißen. Dabei 
werden aus der prä-mRNA, die sich in eukaryotischen Zellen aus Exons und Introns 
zusammensetzt, die Introns herausgespleißt. Die beiden Exons werden miteinander verknüpft, 
so dass die reife mRNA entsteht, die anschließend zur Proteinbiosynthese verwendet werden 
kann. Das Herausspleißen der Introns wird vom Spleißosom durchgeführt, welches anhand der 
Exon1/5´-Spleißstelle, der Verzweigungssequenz und der 3´-Spleißstelle den Anfang und das 
Ende des Introns erkennt.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der Serin/Threonin Kinase Prp4 untersucht, die 
am Spleißprozess beteiligt ist. Dazu wurde eine analog-sensitive Kinase konstruiert, die sich 
durch Zugabe des ATP-analogen Inhibitors 1NM-PP1 hemmen lässt. Sowohl die Analyse 
einzelner Introns durch RT-PCR als auch eine Sequenzierung der Gesamt-RNA zeigen nach 
Inhibition der Prp4 Kinase, dass zwei Klassen von Introns existieren. Die eine Klasse der 
Introns wird nach Inhibition der Kinase weiter effizient gespleißt, während die andere Klasse 
nach Inhibition prä-mRNA akkumuliert. Die Introns, die die Aktivität der Prp4 Kinase 
benötigen um gespleißt zu werden, werden als Prp4-abhängige Introns bezeichnet. Und die 
Introns, die nach Inhibition weiter effizient gespleißt werden, werden Prp4-unabhängig 
genannt. Die Prp4-Abhängigkeit ist intronspezifisch und nicht genspezifisch. Das bedeutet, 
dass in einem Gen alle Introns Prp4-abhängig oder –unabhängig gespleißt werden können, aber 
auch Gene existieren, die beide Intronklassen enthalten. Der Vergleich beider Intronklassen 
zeigt ausschließlich in den Sequenzen der Spleißstellen geringfügige Unterschiede. Um zu 
untersuchen, ob die Sequenz der Spleißstellen bezüglich der Prp4-Abhängigkeit eine Rolle 
spielt, wurden zwei Reportergene konstruiert. Dazu wurden die Gene res1, dessen Intron 
Prp4-abhängig gespleißt wird, und ppk8, welches unabhängig von der Kinase gespleißt wird, 
ausgewählt und in den leu1-Lokus von Schizosaccharomyces pombe integriert. Die 
Mutationsanalyse von Exon1/5´-SS und Verzweigungssequenz zeigt, dass durch Erhöhung der 
Komplementarität zur U1 und U2 snRNA des Spleißosoms ein Prp4-abhängiges Intron in ein 
Prp4-unabhängiges Intron umgewandelt werden kann. Wird die Komplementarität der snRNAs 
zur prä-mRNA verringert, kann aus einem Prp4-unabhängig gespleißten Intron ein 
Prp4-abhängiges werden. Das zeigt, dass die Aktivität der Prp4 Kinase notwendig ist, um 
Introns zu spleißen, deren Spleißstellen von der Konsensussequenz abweichen und damit als 
schwach bezeichnet werden.  
Summary 
2 | S e i t e  
 
Summary 
The gene expression of eukaryotic cells is divided into transcription and several processing 
steps. One of these processing steps is pre-mRNA splicing. In eukaryotic cells pre-mRNA 
consists of exons and introns and the introns have to be removed during the splicing reaction. 
The exons are joined together and the mature mRNA is formed. This mRNA will be used for 
protein biosynthesis. The splicing of introns is performed by the spliceosome which recognizes 
the beginning and the end of an intron via their exon1/5´-splice site, branch sequence and 
3´-splice site. 
In this study the function of the serine/threonine kinase Prp4 which is involved in the splicing 
process is investigated. Therefore, an analog-sensitive kinase was constructed which can be 
inhibited using the ATP-analogue inhibitor 1NM-PP1. After Inhibition of the kinase several 
intron-containing genes were analyzed by RT-PCR. Moreover, the total RNA was sequenced. 
Both approaches revealed two classes of introns. One of these intron classes is still spliced after 
inhibition of the kinase while the other class accumulates pre-mRNA. The introns which need 
the activity of the kinase to be spliced out are called Prp4-dependent introns. And those that are 
spliced efficiently after inhibition of the kinase are named Prp4-independent introns. The 
Prp4-dependency is intron-specific and not gene-specific. That means that in one gene all 
introns can be Prp4-independent or –dependent. However both intron classes can also be found 
within one gene. If both intron classes are compared only small differences between the 
sequences of the splice sites can be observed. Two reporter genes were constructed to analyse 
if the sequence of the splice sites play a role in Prp4-dependency. Therefore, the gene res1 
which contains a Prp4-dependent intron and the gene ppk8 which contains a Prp4-independent 
intron were integrated into the leu1-locus of Schizosaccharomyces pombe. The analysis of 
different mutations in exon1/5´-SS and branch sequence showed that increasing the 
complementarity to the snRNAs U1 and U2 of the spliceosome can change a Prp4-dependent 
intron in an independent one. Decreasing the complementarity of a Prp4-independent intron 
leads to Prp4-dependency. That shows that the activity of the Prp4 kinase is necessary for 
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I Einleitung 
1 Hefen als Modellorganismen 
Unter dem Begriff Hefe ist eine große Vielfalt sehr verschiedener einzelliger Pilze vereint. 
Hefen gehören zur Abteilung der Ascomyceten (Schlauchpilze), welche nach ihren 
Fortpflanzungsstrukturen, den schlauchförmigen Asci, benannt wurden. In der 
Molekularbiologie sind es insbesondere zwei Arten, die bisher meistens für die Forschung als 
Modellorganismen verwendet werden: die Knosp- oder Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 
und die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe. Beides sind einzellige Eukaryoten, deren 
Genom vollständig sequenziert ist (Goffeau et al, 1996; Wood et al, 2002; Wood et al, 2001). 
Sie sind im Labor leicht zu kultivieren, können im haploiden Zustand vermehrt und dadurch 
mit Hilfe etablierter molekularbiologischer Methoden genetisch leicht verändert werden. Und 
obwohl es sich bei beiden um Einzeller handelt sind es Eukaryoten, die bei grundlegenden 
zellbiologischen Prozessen viele Gemeinsamkeiten mit mehrzelligen Eukaryoten aufweisen 
(Forsburg, 2005).  
Obwohl S. pombe und S. cerevisiae beide den Hefen zugeordnet werden wird davon 
ausgegangen, dass sie sich schon vor mehr als 1000 Millionen Jahren evolutionär auseinander 
entwickelt haben (Hedges, 2002). Das hat dazu geführt, dass sie neben vieler Gemeinsamkeiten, 
große Unterschiede bei einigen zellulären Prozessen aufweisen, wie zum Beispiel dem 
prä-mRNA Spleißen (Aravind et al, 2000; Forsburg, 2005). Viele Erkenntnisse im Spleißen 
sind bisher mit S. cerevisiae gewonnen worden. Wird aber die Zusammensetzung des 
Spleißosoms in S. pombe und S. cerevisiae miteinander verglichen, zeigt sich, dass eine ganze 
Reihe von Proteinen, die im Spleißprozess von Bedeutung sind und auch in Mammalia 
vorkommen, in S. cerevisiae nicht vorhanden sind (Aravind et al, 2000). Dazu gehört neben 
den Serin/Arginin-reichen (SR) Proteinen Srp1 (hsSRSF2) und Srp2 (hsSRSF4/5/6), den 
SR-ähnlichen Proteinen Uaf2 (hsU2AF1) und Rsd1 (hsRBM23/39) auch die in dieser Arbeit 
untersuchte Serin/Threonin Kinase Prp4 (hsPRPF4B) (Aravind et al, 2000; Käufer & Potashkin, 
2000; Plass et al, 2008; Wood et al, 2002; Wood et al, 2001). Beide Hefen besitzen im Vergleich 
zu Mammalia eher kleine Introns, die in S. pombe eine durchschnittliche Größe von 83 nt 
aufweisen und die in S. cerevisiae bei 232 nt liegt. (Neuvéglise et al, 2011; Wood et al, 2002; 
Wood et al, 2012). In S. cerevisiae ist die Anzahl der Introns gering. Es enthalten insgesamt nur 
etwa 4,3 % der Gene überhaupt ein Intron und nur 0,2 % der Gene mehr als eins. In S. pombe 
dagegen liegen 44,6 % intronhaltige Gene vor, wobei 20 % davon nur ein einzelnes Intron 
besitzen und 24,6 % multi-intron Gene sind (Schwartz et al, 2008).  
I Einleitung 
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 Die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe 
Die Spalthefe S. pombe ist ein einzelliger eukaryotischer Organismus, der 1893 erstmals von 
Paul Lindner aus einem ostafrikanischen Hirsebier isoliert wurde. Lindner hat den Namen 
Schizosaccharomyces eingeführt, um auszudrücken, dass dieser Organismus zwar 
Eigenschaften wie Sporenbildung und Fermentation mit der Gattung Saccharomyces gemein 
hat, sich im Gegensatz dazu aber durch Spaltung (Schizo-) teilt (Lindner, 1893). Der Name 
pombe entspricht dem Swahili Wort für Bier, für dessen Herstellung die Hefe verwendet wurde. 
Im Jahr 1950 führte Urs Leupold die ersten genetischen Untersuchungen mit S. pombe durch 
(Leupold, 1950).  
Die Spalthefe ist eine zylindrische, stäbchenförmige Zelle, die an ihren Enden wächst, bis sie 
sich mittig teilt und zwei gleich große Tochterzellen entstehen (Abbildung 1). Nach der Teilung 
beginnt zuerst das „alte“ Ende mit dem erneuten Wachstum, während später im Zellzyklus auch 
das „neue“ Ende sich verlängert und eine bipolare Zelle entsteht (Hayles & Nurse, 2001; 
Mitchison & Nurse, 1985). Sie hat im Durchschnitt eine Dicke von 3-4 µm und eine Länge von 
13-14 µm bei der Teilung (Fantes, 1977). 
 
Der Lebenszyklus der Spalthefe wechselt zwischen vegetativer Fortpflanzung und sexueller 
Reproduktion (Abbildung 1). Je nach Umgebungsbedingung hat die Zelle die Möglichkeit 
(1) im mitotischen Zyklus zu verbleiben, (2) in eine stationäre Ruhephase zu gehen oder (3) in 
den meiotischen Zyklus einzutreten (Harigaya & Yamamoto, 2007).  
Abbildung 1| Schematische Darstellung des Lebenszyklus der Spalthefe S. pombe 
Während des mitotischen Zyklus (rechts) teilt sich die Zelle und zwei haploide Tochterzellen entstehen. Im meiotischen 
Zyklus verschmelzen zwei Zellen unterschiedlichen Paarungstyps und bilden eine Zygote, aus der letztlich vier haploide 
Sporen hervorgehen. Die Zellkerne sind als schwarze Kreise dargestellt. Die Abbildung wurde der Webseite des Labors von 
Susan L. Forsburg unter http://www-bcf.usc.edu/~forsburg/main4.html entnommen (am 15.7.2015). 
I Einleitung 
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Bei gutem Nährstoffangebot findet der mitotische Zyklus mit Wachstum und Teilung statt. 
Dieser lässt sich in die vier Phasen G1-, S-, G2- und M-Phase aufteilen. Verbleibt die Zelle im 
mitotischen Zyklus, beginnt sie in der G1-Phase sich auf die folgende DNA-Replikation 
vorzubereiten. In der S-Phase wird die DNA repliziert und damit ihr Gehalt verdoppelt. Die 
darauf folgende G2-Phase, die bei S. pombe die längste Phase des Zellzyklus ist, wird für 
Wachstum und damit zur Vergrößerung der Zelle genutzt. Außerdem werden die Proteine 
bereitgestellt, die für die anschließende M-Phase benötigt werden. In der M-Phase findet die 
Mitose statt. Dabei werden die Schwesterchromatiden getrennt, zu den Polen transportiert und 
abschließend auf zwei Zellkerne verteilt. Die Zytokinese, bei der sich das Zytoplasma trennt, 
ein Septum gebildet wird und letztlich zwei Tochterzellen entstehen, beginnt in S. pombe in der 
M-Phase, wird allerdings unter Laborbedingungen erst in der S-Phase vollendet. Ein 
mitotischer Zyklus dauert in S. pombe bei einer Temperatur von 30 °C je nach Medium 
zwischen 2,5-3 Stunden, wobei M-, G1- und S-Phase nur je 10 % der Gesamtdauer des 
Zellzyklus einnehmen (Mitchison, 1971).  
Bei ungünstigen Umweltbedingungen wie z. B. Stickstoffmangel arretieren die Zellen in der 
G1-Phase. Diese haploiden Zellen können fusionieren, wenn sie einen unterschiedlichen 
Paarungstyp aufweisen, was zu einer diploiden Zygote führt. Diese durchläuft eine Runde der 
DNA-Replikation, an die sich sowohl die erste, als auch die zweite meiotische Teilung 
anschließt, die dann sofort in das Sporulationsprogramm übergeht. Dabei entstehen vier 
haploide Sporen, die sich in einem Ascus befinden. Die Sporen können je nach 
Nährstoffangebot wieder auskeimen und in den mitotischen Zyklus übergehen oder als 
Überdauerungsform bestehen (Gutz H et al, 1974; Harigaya & Yamamoto, 2007). 
 
2 Prä-mRNA Spleißen 
Eukaryotische prä-mRNA wird im Zellkern durch verschiedene Prozessierungsschritte 
modifiziert, bevor sie in das Zytoplasma exportiert und bei der Proteinbiosynthese verwendet 
wird. Prä-mRNA Spleißen ist dabei, neben 5´-Capping und 3´-Polyadenylierung, ein 
essentieller Schritt, der durch das Spleißosom, ein Ribonukleoprotein-Komplex, katalysiert 
wird (Brody & Abelson, 1985). Es werden dabei nicht-kodierende Sequenzen (Introns) in der 
prä-mRNA erkannt, herausgeschnitten und die kodierenden Sequenzen (Exons) miteinander 
verknüpft, so dass die reife mRNA entsteht (Berget et al, 1977; Chow et al, 1977).  
I Einleitung 
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 Die Spleißreaktion 
Damit ein Intron fehlerfrei entfernt werden kann, ist es notwendig, dass das Spleißosom exakt 
den Anfang und das Ende eines jeden Introns erkennt. Daran sind vier kurze Sequenzabschnitte 
beteiligt (Abbildung 2). Dazu gehören die Exon-Intron-Übergänge am 5´- und 3´-Ende des 
Introns, die als 5´- und 3´-Spleißstelle (SS) bezeichnet werden. Außerdem die 
Verzweigungssequenz (BS, engl. branch sequence), in der sich das Adenosin befindet, welches 
den Verzweigungspunkt (BP, engl. branch point) bildet (Burge et al, 1999). Des Weiteren kann 
sich zwischen BP und 3´-SS zusätzlich eine pyrimidinreiche Region befinden, die als 
Pyrimidin-Trakt bezeichnet wird. Diese ist in den meisten Pilzen nur schwach oder gar nicht 
vorhanden, in den Introns der Metazoen aber sehr ausgeprägt (Schwartz et al, 2008).  
 
Das Spleißosom selbst besteht aus fünf kleinen Kernribonukleoproteinen (snRNPs, engl. small 
nuclear ribonucleoproteins ) U1, U2, U5 und U4/U6, die in S. cerevisiae mit insgesamt ~90 
Proteinen assoziiert sind (Fabrizio et al, 2009). In Mammalia sind nahezu doppelt so viele 
Proteine mit den snRNPs assoziiert, wodurch alternatives Spleißen ermöglicht wird (Deckert et 
al, 2006). Dieses tritt in Pilzen selten und in beiden Hefen, während der vegetativen 
Vermehrung, gar nicht auf (Grützmann et al, 2014). Jedes der fünf snRNPs setzt sich aus einer 
kleinen Kern RNA (snRNA, engl. small nuclear RNA), sieben Sm-Proteinen und einer 
unterschiedlichen Anzahl von partikelspezifischen Proteinen zusammen (Abbildung 3) (Jurica 
& Moore, 2003; Will & Lührmann, 2011). Zusätzlich zu diesen fünf snRNPs werden weitere 
nicht-snRNP assoziierte Proteine benötigt. Dazu gehören neben den SR- und SR-ähnlichen 
Proteinen auch eine Gruppe von Proteinen, die mit Prp19 (scPrp19/hsPRPF19) assoziiert sind 
und als Nine Teen Complex (NTC) bezeichnet werden (Jurica & Moore, 2003; Will & 
Lührmann, 2011). 
Abbildung 2| Charakteristische Merkmale eines Introns  
Gezeigt sind zwei Exons (Rechtecke), die durch ein Intron (Linie) getrennt sind. Die konservierten Nukleotide, wie das GU 
am Anfang des Introns, das Adenosin am BP und das AG am Ende des Introns sind farblich hervorgehoben. 5´-SS, 
5´-Spleißstelle; BP, Verzweigungspunkt; (Py)n, Pyrimidin-Trakt; 3´-SS, 3´-Spleißstelle. 
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Überwiegend auf der Grundlage von in vitro Experimenten ist ein Modell der Assemblierung 
des Spleißosoms entstanden, das einen schrittweisen Aufbau voraussetzt, der in Abbildung 4A 
schematisch dargestellt ist (Rino & Carmo-Fonseca, 2009). Zuerst erfolgt die Erkennung der 
5´-SS durch den U1 snRNP, was zu einer Basenpaarung der U1 snRNA mit der 5´-SS führt 
(Séraphin et al, 1988; Siliciano & Guthrie, 1988; Zhuang & Weiner, 1986). Dadurch wird der 
Anfang der Intronsequenz markiert. Das Protein Bpb1 (scMsl5/hsSF1) bindet an die Sequenz 
um den BP und ein Heterodimer, bestehend aus Prp2 (scMud2/hsU2AF2) und Uaf2 
(hsU2AF1), interagiert mit dem Pyrimidin-Trakt und der 3´-SS (Berglund et al, 1998; Berglund 
et al, 1997; Wu et al, 1999). Daraus entsteht der E-Komplex. Im Anschluss bindet der U2 
snRNP an die BS, verdrängt Bpb1 vom BP, so dass ein prä-Spleißosom gebildet werden kann, 
das auch als A-Komplex bezeichnet wird (Parker et al, 1987; Wu & Manley, 1989). Die 
Anlagerung eines tri-snRNPs bestehend aus U5 und U4/U6 basengepaart sowie dem NTC 
vervollständigt das prä-katalytische Spleißosom (B-Komplex) (Görnemann et al, 2005; Tardiff 
& Rosbash, 2006; Will & Lührmann, 2011).  
Da aus verschiedenen Organismen sowohl ein tetra-snRNP, bestehend aus U2.U5.U4/U6 
(Carnahan et al, 2005; Gottschalk et al, 1999; Konarska & Sharp, 1988; Raghunathan & 
Guthrie, 1998), als auch ein funktionsfähiger penta-snRNP (U1.U2.U5.U4/U6) isoliert werden 
konnte (Stevens et al, 2002), scheint es in vivo möglich zu sein, dass sich die snRNPs, anders 
Abbildung 3| Proteine eines prä-katalytischen Spleißosoms (B-Komplex) aus S. pombe  
In S .pombe Zellen wurde ein Prp1 Protein (scPrp6/U5-102K) exprimiert, welches eine Deletion (∆227-249) im N-Terminus 
besitzt. Dies führt zur Akkumulation von prä-katalytischen Spleißosomen. Diese prä-katalytischen Spleißosomen wurden 
durch eine TAP-Aufreinigung isoliert (Lützelberger et al, 2010), die gebundenen Proteine massenspektroskopisch 
identifiziert und zugeordnet. Dabei wurden sowohl die Proteinnamen aus S. pombe (links, Bezeichnung nach Wood et al 
(2012)) als auch aus dem Homo sapiens (rechts, Bezeichnung nach Deckert et al (2006) ) angegeben. grüne Schrift, Proteine, 
die nicht an einem prä-katalytischen Spleißosom in HeLa-Zellen zu finden sind. Lützelberger, M., unveröffentlichte Daten 
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als bei einem schrittweisen Aufbau, vorher als prä-katalytisches Spleißosoms zusammenlagern 
und dann an die prä-mRNA binden (Chen et al, 2007; Kotzer-Nevo et al, 2014). 
 
Abbildung 4| Schematische Darstellung des prä-mRNA Spleißens 
(A) Schrittweiser Aufbau des Spleißosoms an einer prä-mRNA. Nach häufigen Veränderungen von Konformation und 
Zusammensetzung des Spleißosoms kann das Intron als Lariat entfernt und die beiden Exons miteinander verknüpft werden. 
Die fünf snRNPs sind mit U1, U2, U4, U5 und U6 beschriftet und als Ellipsen dargestellt. Nicht-snRNP Proteine (Bpb1, 
Prp2 und Uaf2) sowie der NTC sind gezeigt. Acht DexD/H RNA-Helikasen sind am Spleißprozess beteiligt und an ihrem 
jeweiligen Wirkungsort eingefügt. Diejenigen, für die eine Korrekturlese-Aktivität gezeigt werden konnte, sind mit einem 
„*“ markiert (Cordin & Beggs, 2013). Die Namen der Proteine entsprechen der S. pombe Nomenklatur (Wood et al, 2012). 
5´-SS, 5´Spleißstelle; 3´ SS, 3´-Spleißstelle und BP, Verzweigungspunkt. (B) Darstellung der zwei Transester-Reaktionen, 
bei denen das Intron herausgeschnitten und als Lariat freigesetzt wird. Die konservierten Nukleotide sind farblich 
hervorgehoben und die essentiellen funktionellen Gruppen sind angegeben; P, Phosphodiesterbindung; Die Abbildung wurde 
in Anlehnung an Wahl et al (2009) erstellt und modifiziert.  
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Nachdem der Aufbau abgeschlossen ist und sich das prä-katalytische Spleißosom (B-Komplex) 
an der prä-mRNA befindet, erfolgt eine Konformationsänderung (Abbildung 4A). Diese führt 
dazu, dass die snRNPs U1 und U4 das Spleißosom verlassen und der Komplex B* entsteht. 
Dieser geht nach Aktivierung direkt in den Komplex BAkt über (Jurica & Moore, 2003; Wahl et 
al, 2009). Wie das Spleißosom aktiviert wird, ist bis heute nicht bekannt. 
Nun kann die erste Spleißreaktion stattfinden (Abbildung 4B). Zuerst erfolgt durch die 
2´-Hydroxylgruppe des BP-Adenosins ein nukleophiler Angriff auf die Phosphodiesterbindung 
der 5´-SS, wodurch die Exon-Intron-Verbindung am 5´-Ende gespalten wird. Gleichzeitig wird 
am BP eine neue Phosphodiesterbindung gebildet, so dass die Lariat-Struktur des Introns 
entsteht. Diese Konformation des Spleißosoms wird als C-Komplex bezeichnet. Nach einer 
weiteren Konformationsänderung kann die zweite Transester-Reaktion stattfinden. Ein zweiter 
nukleophiler Angriff erfolgt durch die 3´-Hydroxylgruppe des 5´-Exons auf die 
Phosphodiesterbindung der 3´-SS. Dies führt zur Ligation der beiden Exons und damit zur 
Bildung der reifen mRNA. Das Intron wird als Lariat freigesetzt und das Spleißosom abgebaut 
(Burge et al, 1999; Wahl et al, 2009).  
Zusammen mit Proteinkinasen, Phosphatasen und GTPasen kontrollieren und verändern acht 
konservierte RNA-Helikasen RNA-RNA- und RNA-Protein-Interaktionen (Cordin & Beggs, 
2013; Staley & Guthrie, 1998; Wahl et al, 2009). Dies ermöglicht die 
Konformationsänderungen des Spleißosoms, die sowohl für den Aufbau und die Spleißreaktion 
als auch für den Abbau nötig sind. Für fünf der acht am Spleißprozess beteiligten RNA-
Helikasen (Abbildung 4A) konnte eine Korrekturlese-Aktivität gezeigt werden. Diese 
gewährleistet, dass ausschließlich solche prä-mRNAs den Spleißprozess durchlaufen, die 
stabile RNA-RNA- und RNA-Protein-Interaktionen eingehen können (Cordin & Beggs, 2013).  
 Intronerkennung und ihre Tücken 
Welche Bedeutung eine stabile Interaktion der snRNAs mit der prä-mRNA hat, zeigt sich schon 
bei der Erkennung eines Introns. Die erste RNA-RNA-Interaktion im Spleißprozess, die den 
Anfang des Introns erkennt und festlegt, ist die Basenpaarung zwischen der prä-mRNA im 
Bereich des Exon1-Intron-Übergangs und der U1 snRNA (Abbildung 5A). Im optimalen Fall 
können sowohl die letzten drei Basen des Exon1 als auch die ersten sechs Basen des Introns, 
welche die 5´-SS bilden, mit neun Basen am 5´-Ende der U1 snRNA interagieren (Séraphin et 
al, 1988; Siliciano & Guthrie, 1988; Zhuang & Weiner, 1986).  
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Während die Sequenz der U1 snRNA immer die gleiche ist, sind viele Exon1/5´-Spleißstellen 
der Introns nicht konserviert und damit auch nicht komplementär zur U1 snRNA (Abbildung 
5B). Die letzten drei Nukleotide des Exon1 sind Teil der kodierenden Sequenz des Gens und 
daher ohnehin eher zufällig (Schwartz et al, 2008). Innerhalb des Introns befinden sich an den 
Positionen +1 und +2 in nahezu allen Introns ein Guanin und ein Uracil und an Position +5 
meistens auch ein Guanin, doch die restlichen drei Basen der 5´-SS sind je nach Organismus 
mehr oder weniger stark konserviert (Abbildung 5) (Roy & Irimia, 2009; Schwartz et al, 2008). 
Allein im Menschen gibt es mehr als 9000 verschiedene Sequenzen der Exon1/5´-SS (Roca et 
al, 2012). Es hat sich gezeigt, dass die Konservierung der Spleißstellen mit der Anzahl der 
Introns korreliert. Bei einem Vergleich von intronarmen (< 0,2 Introns/Gen im Durchschnitt) 
und intronreichen Organismen, zeigen die Spezies mit wenigen Introns im Genom eine starke 
Konservierung der 5´-SS und auch der BS (Irimia et al, 2007; Irimia & Roy, 2008; Irimia et al, 
2009; Schwartz et al, 2008). Diese Tendenz wird deutlich, wenn die Sequenzen der 
Spleißstellen intronreicher Organismen, wie S. pombe und Homo sapiens, denen der 
Abbildung 5| RNA-RNA-Interaktionen bei der Intronerkennung  
(A) Bindung der snRNAs U1 und U2 an die prä-mRNA, so dass über komplementäre Basenpaarungen der Intronanfang und 
die BS erkannt werden. Konservierte Basen sind farblich hervorgehoben. | Watson-Crick-Basenpaarung; , Pseudouridin; 
ϕ, -A Paarung (B) Evolutionäre Konservierung der Spleißstellen (5´-SS, 3´-SS) und des BP in S. pombe, H. sapiens und 
S. cerevisiae. Die Sequenzlogos für S. pombe wurden mit Weblogo3 erstellt (Crooks et al, 2004). Die Höhe der Buchstaben 
repräsentiert den Grad der Konservierung der Base an dieser Position. Die Positionen der Basen im Exon1 besitzen negative 
Positionszahlen, die innerhalb des Introns positive. Die Nummerierung der BS beginnt neu bei 1. Der Pfeil markiert den BP. 
Die Abbildung der Sequenzlogos für H. sapiens und S. cerevisiae wurden Anthony and Pomeranz Krummel (2013) 
entnommen und modifiziert. Zu jedem Organismus wurde die Anzahl der Introns pro Gen angegeben (Schwartz et al, 2008).  
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intronarmen S. cerevisiae gegenüber gestellt werden (Abbildung 5B). In der intronarmen 
S. cerevisiae besitzen mehr als 75 % der 5´-Spleißstellen das Motiv GUAUGU. Und auch die 
restlichen 25 % weichen meist nur in einer Base von dieser Konsensussequenz ab (Roy & 
Irimia, 2014). In der intronreichen S. pombe können an den Positionen +4 und +6 alle 
Nukleotide auftreten und im H. sapiens sind sogar nur die ersten beiden Basen der 5´-SS 
konserviert (Abbildung 5).  
Die zweite snRNA-prä-mRNA-Interaktion, die von Bedeutung ist, ist die Bindung der U2 
snRNA an die BS des Introns (Abbildung 5A) (Parker et al, 1987; Wu & Manley, 1989). In den 
intronreichen Organismen, wie S. pombe und H. sapiens, besteht die Sequenz aus fünf Basen, 
die bis auf das Uracil an Position 2 und das Adenin an Position 4 wenig Konservierung aufweist 
(Gao et al, 2008; Schwartz et al, 2008). Bei der Interaktion der U2 snRNA mit der BS können 
hier bis zu vier Basenpaare gebildet werden, die dazu führen, dass das ungepaarte Adenosin des 
BPs an Position 4 der BS für den späteren nukleophilen Angriff positioniert wird (Newby & 
Greenbaum, 2002; Query et al, 1994). In Hemiascomyceten wie S. cerevisiae ist die BS ein 
konservierter 7-mer (UACUAAC), der in ~86 % der Introns auftritt und vollständig 
komplementär zur dieser Region der U2 snRNA ist (Bon et al, 2003).  
 SR-Proteine: Helfer bei der Intronerkennung 
Die geringe Konservierung der Spleißstellen in intronreichen Organismen macht die Erkennung 
eines Introns komplizierter. Aus diesem Grund besitzt die Zelle Mechanismen, die die Bindung 
der snRNAs an die prä-mRNA unterstützen und stabilisieren. Dazu gehören die SR-Proteine 
(Abbildung 6). Diese binden über RNA-Bindedomänen an ESE-Sequenzen (engl. Exonic 
Splicing Enhancer) im Exon, interagieren mit spleißosomalen Proteinen und stabilisieren so 
deren Bindung an die prä-mRNA (Graveley, 2000). Sowohl die Lokalisation innerhalb der Zelle 
als auch ihre Bindung an die prä-mRNA wird durch Phosphorylierung reguliert (Cho et al, 
2011; Tang et al, 2007).  
 
Abbildung 6| SR-Proteine verbessern die Erkennung von Introns 
Im Exon bindende SR-Proteine interagieren mit spleißosomalen Proteinen und ermöglichen und/oder stabilisieren deren 
Bindung an die prä-mRNA. ESE, exonic splicing enhancer; Die Abbildung wurde in Anlehnung an Zhou and Fu (2013) 
erstellt und modifiziert 
I Einleitung 
12 | S e i t e  
 
Es ist bekannt, dass beispielsweise das SR-Protein ASF/SF2 in Mammalia mit dem U1 Protein 
hsU1-70K (spUsp101/scSnp1) interagiert und dadurch die Bindung des U1 snRNPs an die 
Exon1/5´-SS stabilisiert (Jamison et al, 1995; Kohtz et al, 1994; Staknis & Reed, 1994). Auch 
bei der Erkennung des 3´-Endes sind SR Proteine beteiligt. Das SR Protein SC35 interagiert in 
HeLa-Zellen mit hsU2AF1 (spUaf2) und verstärkt dessen Bindung an der 3´-SS (Zuo & 
Maniatis, 1996). In S. pombe erfüllt das SR-Protein Srp2 (hsSRSF4/5/6) diese Aufgabe (Webb 
& Wise, 2004). Zwei SR-Proteine sind in S. pombe bekannt, Srp1 (hsSRSF2) und Srp2 
(hsSRSF4/5/6), während es in Mammalia 12 gibt, die vermutlich durch Genverdopplung 
entstanden sind (Busch & Hertel, 2012; Groß et al, 1998; Lützelberger et al, 1999; Plass et al, 
2008). In Mammalia spielen sie eine wichtige Rolle im konstitutiven und alternativen Spleißen 
(Busch & Hertel, 2012).  
 Pseudouridine () in spleißosomalen snRNAs 
Eine der am häufigsten auftretenden Modifikation von RNA ist die Pseudouridinylierung 
(Cohn, 1959; Lane, 1998). Pseudouridine () sind sowohl in tRNAs und rRNAs als auch in 
ncRNAs, mRNAs und snRNAs zu finden (Carlile et al, 2014; Karijolich & Yu, 2010; Reddy & 
Busch, 1988). Pseudouridine entstehen durch eine Isomerisierungs-Reaktion (Abbildung 7). 
Diese wird entweder durch einen RNA-abhängigen Mechanismus (Box H/ACA RNP) oder 
durch Pseudouridinsynthasen (Pus) und damit RNA-unabhängig katalysiert (Ganot et al, 1997; 
Ma et al, 2005; Ma et al, 2003; Massenet et al, 1999; Ni et al, 1997). Zusätzlich zur konstitutiven 
Pseudouridinylierung hat sich in den letzten Jahren herausgestellt, dass die Bildung von 
Pseudouridinen auch durch unterschiedliche Stressbedingungen induziert werden kann (Adachi 
& Yu, 2014).  
 
Abbildung 7| Schematische Darstellung der Isomerisierung von Uridin (U) zu Pseudouridin ()  
Die Isomerisierungs-Reaktion wandelt Uridin (U) in Pseudouridin () um. Pseudouridine haben einen Donor (d) für eine 
Wasserstoffbrückenbindung mehr als Uridine, während die Anzahl der Akzeptoren (a) gleich bleibt. Die Ringatome der Basen 
sind nummeriert. Die Abbildung wurde von Yu et al (2011) übernommen. 
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Es wird dabei zuerst die glykosidische Bindung (N1-C1´) zwischen dem Zucker und der Base 
Uracil aufgebrochen. Die Base Uracil dreht sich um 180 °, was zu einer neuen Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindung (C5-C1´) zwischen Base und Zucker führt (Abbildung 7) (Gu et al, 1999). 
Ein wichtiger Unterschied zwischen Uridin und Pseudouridin ist die zusätzliche Aminogruppe 
(-NH2) der Pseudouridine, durch die ein weiterer Donor für eine Wasserstoffbrückenbindung 
entsteht. Das Pseudouridin kann so durch ein Wassermolekül eine Bindung mit dem Phosphat-
Sauerstoff seines Ribose-Rückgrats eingehen und die RNA damit stabiler und starrer machen. 
Die erhöhte Stabilität, aufgrund der veränderten RNA-Struktur, kann letztlich auch die 
Funktion der RNA beeinflussen (Arnez & Steitz, 1994; Charette & Gray, 2000; Davis, 1995).  
Wird die thermodynamische Stabilität der Basenpaarung von Pseudouridin gepaart mit Adenin 
(A), Guanin (G), Cytosin (C) oder Uracil (U) verglichen, ist zwischen A- und G-die 
stabilste Interaktion zu finden (Kierzek et al, 2014). Insgesamt führt eine Basenpaarung, an der 
ein Pseudouridin beteiligt ist, zu einer höheren Stabilität der doppelsträngigen RNA, als ein 
Uridin an derselben Position. Die Stabilität wird allerdings, genau wie bei 
Watson-Crick-Paarungen, auch noch von den angrenzenden Nukleotiden beeinflusst(Kierzek 
et al, 2014; Xia et al, 1998  
Die meisten Pseudouridine finden sich in Bereichen der snRNAs, die mit der prä-mRNA 
interagieren oder aber für eine Interaktion der snRNAs miteinander von Bedeutung sind. Das 
führte zu der Annahme, dass sie beim prä-mRNA Spleißen eine Rolle spielen. Im Gegensatz zu 
den snRNAs in Vertebraten, bei denen in allen fünf snRNAs Pseudouridine auftreten, sind sie 
in S. pombe nur in den snRNAs U1, U2 und U5 zu finden (Abbildung 8) (Gu et al, 1996; Reddy 
& Busch, 1988; Yu et al, 2011). Die U1 snRNA besitzt in S. pombe, im Gegensatz zu 
Vertebraten, Mammalia und der Bäckerhefe, ein Pseudouridin, welches sich bei der Interaktion 
der snRNA mit der 5´-SS gegenüber der variablen Position +4 der 5´-SS befindet (Abbildung 
5A). Ob das Pseudouridin der U1 snRNA für den Spleißprozess eine bestimmte Funktion hat, 
ist bisher nicht bekannt. Die U2 snRNA enthält von allen snRNAs sowohl in Mammalia als 
auch in der Hefe, die meisten Pseudouridine, wobei auch hier in S. pombe weniger vorhanden 
sind (Adachi & Yu, 2014; Gu et al, 1996). Das Pseudouridin gegenüber der BS ist hier essentiell 
um das BP-Adenosin auszustülpen und den ersten nukleophilen Angriff zu ermöglichen 








3 Prp4, eine Serin/Threonin Kinase 
Im Genom von S. pombe sind 107 Proteinkinasen kodiert, wovon 17 essentiell für das 
Zellwachstum sind (Cipak et al, 2011). Eine dieser Kinasen ist die in dieser Arbeit untersuchte 
essentielle Serin/Threonin Kinase Prp4 (hsPRPF4B) (Alahari et al, 1993). Das Gen, welches 
für die Prp4 Kinase kodiert, wurde bei der Suche nach temperatursensitiven Mutanten 
identifiziert, die einen Defekt in der prä-mRNA Prozessierung (prp, engl. pre-mRNA 
processing) zeigen. Bei einem Shift der Zellen zur restriktiven Temperatur von 36 °C führt das 
mutierte Allel prp4-73ts zu einem Wachstumsstopp in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus 
und zu einer Akkumulation von prä-mRNA, was auf eine Funktion im Spleißprozess hindeutet 
(Rosenberg et al, 1991; Schwelnus et al, 2001).  
Abbildung 8| Primäre Sequenz und Sekundärstruktur von spleißosomalen snRNAs aus H. sapiens 
Die in den snRNAs (U1, U2, U5, U4/U6) auftretenden Pseudouridine (Ψ) sind mit einem Rahmen hervorgehoben. Die  
Sequenzauschnitte, an denen die snRNAs von S. cerevisiae Pseudouridine enthalten sind mit angegeben. Die roten Pfeile 
zeigen die Stellen, an denen sich nach Gu et al (1996) in S. pombe Pseudouridine befinden. Die Abbildung wurde von Adachi 
and Yu (2014) übernommen und modifiziert.  
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 Der Aufbau der Prp4 Kinase 
Die Kinase Prp4 gehört zur Familie der DYRK (engl. dual-specificity tyrosine-regulated 
kinases) (Alahari et al, 1993; Aranda et al, 2011). Diese werden als dual-spezifische 
Proteinkinasen definiert, weil sie eine Phosphatgruppe sowohl auf Serin und Threonin als auch 
auf Tyrosin übertragen können. Die Phosphorylierung eines Tyrosins beschränkt sich allerdings 
auf einen Autophosphorylierungs-Prozess während der Reifung des Proteins (Aranda et al, 
2011; Groß et al, 1997; Lochhead et al, 2005).  
Die Prp4 Kinase aus S. pombe  hat eine Größe von 55 kDa. Die ersten 158 Aminosäuren werden 
einem N-terminalen Bereich zugeordnet und die restlichen 319 Aminosäuren bilden die 
katalytische Kinasedomäne (Abbildung 9). Der N-terminale Bereich der Prp4 Kinase ist in 
S. pombe im Vergleich zu anderen Organismen kürzer (Kuhn & Käufer, 2003). Er enthält 
insgesamt vier Elemente, wobei für drei davon gezeigt wurde, dass diese für die Funktion der 
spPrp4 Kinase essentiell sind. Dazu gehören die beiden Serin-Elemente SX1 (SDSPSI) und 
SX2 (SPSPSV), wobei nur SX1 auch in anderen Organismen zu finden ist. Das dritte Element 
EGY, das Teil der DYRK-Homologie-Box ist, befindet sich nahe der Kinasedomäne und ordnet 
Prp4 der dritten Subfamilie der DYRKs zu, den Prp4s (engl. pre-mRNA processing protein 4 
kinases) (Aranda et al, 2011; Groß et al, 1997). Ein viertes Element, das Sequenzmotiv 
DDMFA, ist ebenfalls hoch konserviert. Im Gegensatz zur Prp4 Kinase aus S. pombe befindet 
sich in höheren Eukaryoten im N-Terminus eine RS Domäne und eine Histidin/Lysin-reiche 
Region. Dieser verlängerte N-Terminus ermöglicht Interaktionen mit anderen Proteinen, sowie 
die Lokalisation der hsPrp4 Kinase in nuclear speckles (Dellaire et al, 2002).  
Abbildung 9| Struktur der Prp4 Kinase 
Schematische Darstellung des N-terminalen Bereichs mit den verschiedenen Elementen und der Kinasedomäne der Prp4 
Kinase aus H. sapiens (hs), Drosophila melanogaster (dm) und S. pombe (sp) im Vergleich. Die Zahlen unter dem Schema 
geben die Position der Kinasedomäne, sowie die Gesamtlänge des Proteins an. Bei der Kinasedomäne der spPrp4 ist die 
Einteilung in 12 Subdomänen nach Hanks and Hunter (1995) mit angegeben. Die einzelnen Domänen sind mit römischen 
Zahlen nummeriert. Die Phosphorylierungsstellen der spPrp4 Kinase (S92 und Y320) sind markiert.  
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Die Kinasedomäne, die die katalytische Aktivität vermittelt, lässt sich nach Hanks and Hunter 
(1995) in 12 Subdomänen unterteilen, die charakteristische Aminosäurereste beinhalten. Die 
Subdomänen I-IV sind für die ATP (Adenosintriphosphat)-Bindung verantwortlich, während 
VIa-XI an der Peptid-Bindung und dem Phosphattransfer beteiligt sind. Die Spalte zwischen 
Domäne IV und VIa bildet das aktive Zentrum (Hanks & Hunter, 1995). Die spPrp4-Kinase 
selbst besitzt zwei Phosphorylierungsstellen, zum einen das Tyrosin an Position 320, das durch 
die Kinase selbst phosphoryliert wird und ein Serin an Position 92, das sich in dem Serin-
reichen Element SX1 am N-Terminus befindet (Wilson-Grady et al, 2008).  
 Die Substrate der Prp4 Kinase 
Für die Prp4 Kinase aus S. pombe konnten bisher zwei Substrate identifiziert werden, die am 
Spleißprozess beteiligt sind. Das erste Substrat, ist das spleißosomale Protein Prp1 
(scPRP6/hsU5-102K), welches von Prp4 in vitro und in vivo phosphoryliert wird (Schwelnus 
et al, 2001). Hier konnte in S. pombe und Mammalia eine physische Interaktion von Substrat 
und Kinase gezeigt werden (Dellaire et al, 2002; Schwelnus et al, 2001). Bei dem zweiten 
Substrat handelt es sich um das SR-Protein Srp2 (hsSRSF4/5/6), bei dem in vitro die 
Phosphorylierung durch Prp4 gezeigt wurde (Lützelberger & Käufer, 2012). 
3.2.1 Das spleißosomale Protein Prp1 
Prp1 (scPRP6/hsU5-102K) ist ein spleißosomales Protein, welches den U5 snRNP mit den 
snRNPs U4/U6 verbindet und von Prp4 in vitro und in vivo phosphoryliert wird (Galisson & 
Legrain, 1993; Liu et al, 2006; Schwelnus et al, 2001).  
 
Abbildung 10| Struktur und Phosphorylierungsstellen von Prp1 
Schematische Darstellung von Prp1 aus S. pombe. Die Aminosäuresequenz des N-Terminus ist angegeben und die 
Phosphorylierungsstellen hervorgehoben; schwarz dick gedruckt nach Lützelberger et al (2010) und rot nach Carpy et al 
(2014); der C-Terminus ist in TPRs (tetra-trico peptide repeats) unterteilt, die von 1-16 nummeriert sind. Die Länge des 
N-Terminus, sowie die Gesamtlänge des Proteins sind angegeben. 
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Das Protein gliedert sich in einen N-Terminus, in dem sich die Phosphorylierungsstellen 
befinden und einen konservierten C-Terminus, der sich in 16 TPRs (engl. tetra-trico peptide 
repeats) aufteilen lässt (Abbildung 10) (Lützelberger et al, 2010; Schneider et al, 2010; 
Schwelnus et al, 2001). TPRs ermöglichen die Interaktion mit anderen Proteinen und bilden 
aufgrund ihrer Struktur häufig eine Plattform für den Aufbau von Multi-Protein-Komplexen 
(Zeytuni & Zarivach, 2012). 
Bei verschiedenen temperatursensitiven Allelen von prp1, die durch Mutationen im 
C-Terminus entstanden sind, arretieren die Zellen nach Shift zur restriktiven Temperatur in der 
G1- und G2-Phase des Zellzyklus und zeigen eine Akkumulation von prä-mRNA (Schwelnus 
et al, 2001). Deletionen in der konservierten TPR-Region im C-Terminus von Prp1 führen dazu, 
dass das mutierte Protein nicht mehr an spleißosomale Komplexe binden kann. Werden 
dagegen verschiedene Bereiche des N-Terminus deletiert, der die Phosphorylierungsstellen 
enthält, kann Prp1 weiterhin an spleißosomale Komplexe binden, wobei ein prä-katalytisches 
Spleißosom entsteht (Abbildung 3). Allerdings kann keine Spleißreaktion mehr stattfinden und 
prä-mRNA akkumuliert. Das deutet daraufhin, dass Prp1 schon früh beim Aufbau des 
Spleißosoms eine Rolle spielt und die Integrität des N-Terminus bei der Aktivierung von 
Bedeutung ist (Lützelberger et al, 2010). Auch in HeLa-Zellen ist die Phosphorylierung von 
Prp1 durch Prp4 notwendig um die Interaktion des tri-snRNPs (U5.U4/U6) mit dem 
prä-Spleißosom zu stabilisieren, damit ein prä-katalytisches Spleißosom (U1.U2.U5.U4/U6) 
aufgebaut werden kann (Schneider et al, 2010).  
3.2.2 Srp2- ein SR-Protein 
Schon 1997 haben Groß et al gezeigt, dass die spPrp4 Kinase in vitro die RS-Domäne des 
Proteins ASF/SF2 aus Mammalia phosphoryliert. Sowohl ASF/SF2 als auch Srp2 
(hsSRSF4/5/6), das zweite bekannte Substrat der Kinase, werden zur Superfamilie der 
SR-Proteine gezählt. SR-Proteine bestehen aus ein oder zwei N-terminalen 
RNA-Bindedomänen (RBD) und Arginin/Serin-reichen (RS) Domänen am C-Terminus (Busch 
& Hertel, 2012). In S. pombe wurden zwei SR-Proteine, Srp1 (hsSRSF2) und Srp2 
(hsSRSF4/5/6), identifiziert, die einzeln aber auch als Komplex vorkommen können (Groß et 
al, 1998; Lützelberger et al, 1999; Tang et al, 2002). Srp1 ist nicht essentiell, besitzt eine RBD 
und drei Arginin/Serin-reiche RS-Elemente. Srp2 dagegen ist essentiell. Es besitzt zwei RBDs, 
sowie C-terminal zwei SR-Elemente, die von einer typischen RS-Domäne abweichen, da sie 
durch einen Arginin-reichen Abschnitt unterbrochen sind (Lützelberger et al, 1999).  
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Tang et al (2007) hat gezeigt das Srp2 im Zytoplasma durch die nicht-essentielle Kinase Dsk1 
(hsSRPK1/2/3/scSKY1) phosphoryliert werden muss, damit es in den Zellkern transportiert 
wird. Im Gegensatz zur Kinase Dsk1, welche sich sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern 
befindet, ist Prp4 hauptsächlich im Nukleus lokalisiert (Richert, 2002). In Kinaseassays konnte 
in vitro ebenfalls gezeigt werden, dass Dsk1 beide SR-Proteine phosphoryliert, während sich 
die Phosphorylierung durch Prp4 ausschließlich auf Srp2 beschränkt (Lützelberger & Käufer, 
2012). Wird im Einzelnen untersucht welche Aminosäurereste der SR-Elemente von Srp2 
phosphoryliert werden, zeigen beide Kinasen überraschenderweise das gleiche Ergebnis. Beide 
SR-Domänen, sowie zwei weitere Serine, die an die zweite SR-Domäne angrenzen, werden 
phosphoryliert (Lützelberger & Käufer, 2012). Während die Phosphorylierung der beiden 
SR-Elemente notwendig für den Transport in den Nukleus ist, verleiht die RBD2 Srp2 seine 
Spezifität (Lützelberger et al, 1999).  
In weiteren Untersuchungen wurde in S. pombe eine genetische Interaktion von Prp4 mit 
anderen spleißosomalen Proteinen gezeigt. Dazu gehören die Proteine Brr2 (scBrr2/hsU1-
200K), Spp42 (scPrp8/hsPRPF8) und Prp31 (scPrp31/hsPrp31), die alle Teil eines tri-snRNP 
sind (Bottner et al, 2005). 
  
Abbildung 11| Struktur der SR-Proteine Srp1 und Srp2 
Schematische Darstellung der SR-Proteine Srp1 und Srp2 aus S. pombe. RBD, RNA-Bindedomäne; RS, Arginin/Serin-reiche 
Domäne; SR, Serin/Arginin-reiches Element; R, Arginin-reiche Sequenz, N- und C-Terminus, sowie die Gesamtlänge des 
Proteins sind angegeben. 
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4 Fragestellungen und Ziele dieser Arbeit  
In dieser Arbeit wird untersucht, welche Rolle die Serin/Threonin Kinase Prp4 bei der 
Assemblierung und/oder Aktivierung des Spleißosoms spielt. Dazu wird ein Hefestamm 
konstruiert, der eine analog-sensitive Prp4 Kinase exprimiert, Prp4as2, die sich durch Zugabe 
eines ATP-Analogons inhibieren lässt. Im Anschluss wird der Einfluss der Kinaseaktivität auf 
den Spleißprozess untersucht. Dabei wird nach Inhibition der Kinase die Spleißeffizienz 
einzelner Introns mittels RT-PCR betrachtet und in einem ganzheitlichen Ansatz die 
Sequenzierung der Gesamt-RNA durchgeführt. Die Introns werden in zwei Klassen 
eingeordnet: (1) Prp4-abhängig gespleißte Introns, die die Kinase benötigen, um gespleißt zu 
werden und (2) Prp4-unabhängig gespleißte Introns, die trotz Inhibition der Kinase effizient 
gespleißt werden. Der Unterschied zwischen den beiden Intronklassen ist, dass die Exon1/5´-SS 
und BS der Prp4-abhängig gespleißten Introns häufiger von der Konsensussequenz abweicht, 
als die Prp4-unabhängig gespleißten Introns. Damit überprüft werden kann, ob die Sequenz der 
Spleißstellen die Abhängigkeit von der Prp4-Kinase beeinflusst, wird aus jeder Intronklasse ein 
intronhaltiges Gen ausgewählt (res1 und ppk8) und als Reportergen in den leu1-Lokus der Hefe 
integriert. Anhand dieser beiden Reportergene soll eine Mutationsanalyse durchgeführt werden, 
die untersucht, ob durch Mutagenese der Exon1/5´-SS und der BS ein Prp4-abhängiges Intron 
in ein Prp4-unabhängiges Intron umgewandelt werden kann und umgekehrt. Dazu wird in dem 
Prp4-abhängig gespleißten Reportergen res1´ die Komplementarität der Exon1/5´-SS zur U1 
snRNA erhöht und in dem Prp4-unabhängigen Reportergen ppk8´ verringert. Um auch den 
Einfluss der BS auf die Prp4-Abhängigkeit zu überprüfen, werden hier Mutationen gesetzt, die 
die Komplementarität zur U2 snRNA verringern. Im Anschluss wird die Spleißeffizienz der 
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II Ergebnisse 
Die bisherigen Versuche, die Prp4 Kinase in vivo zu inaktivieren und damit ihrer Funktion im 
Spleißprozess näher zu kommen, sind mit dem temperatursensitiven Allel prp4-73ts 
durchgeführt worden (Rosenberg et al, 1991). Dabei wurde gezeigt, dass die Zellen nach einem 
Shift zur restriktiven Temperatur von 36 °C das Zellwachstum einstellen und prä-mRNA 
akkumuliert (Schwelnus et al, 2001). Allerdings kommt der Shift zu 36 °C einem Hitzeschock 
gleich, bei dem zusätzliche Stresseffekte nicht ausgeschlossen sind. Um diese zu vermeiden, 
wurde in dieser Arbeit eine chemisch-genetische Strategie gewählt, bei dem eine 
analog-sensitive (as) Prp4 Kinase konstruiert wurde, die durch einen ATP-analogen Inhibitor 
gehemmt werden kann. 
1 Konstruktion einer analog-sensitiven Prp4 Kinase 
Bei as-Kinasen wird eine sperrige Aminosäure wie z. B. Methionin, Leucin oder Phenylalanin, 
die sogenannte „Gate-Keeper“ Aminosäure, die sich an einem strukturell sehr konservierten 
Bereich der ATP-Bindetasche befindet, durch eine kleine Aminosäure wie Alanin oder Glycin 
ersetzt (Abbildung 12).  
 
Dadurch vergrößert sich die ATP-Bindetasche und neben ATP kann auch ein ATP-analoger 
Inhibitor binden, der einen zusätzlichen organischen Rest besitzt. Die Mutation der 
Abbildung 12| Kompetetive Hemmung von analog-sensitiven Kinasen 
Schematische Darstellung der selektiven Hemmung von analog-sensitiven Kinasen durch einen ATP analogen Inhibitor. 
A) Alle Wildtyp-Kinasen der Zelle werden von dem ATP-Analogon nicht beeinträchtigt, da ausschließlich ATP in die 
Bindetassche gelangen kann. B) Wird die Bindetasche durch Mutation vergrößert, können sowohl das ATP-Analogon, als 
auch ATP binden. Bindet das ATP-Analogon kommt es zur Inhibition der Kinase  
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„Gate-Keeper“ Aminosäure überträgt zwar die Sensitivität gegenüber dem Inhibitor, 
beeinträchtigt in Abwesenheit des Inhibitors jedoch nicht die Funktion der Kinase (Liu et al, 
1999; Zhang et al, 2013). Der Inhibitor bindet ausschließlich in der mutierten ATP-Bindetasche 
und nicht in der Bindetasche der Wildtyp Kinase, da es sonst zu einem räumlichen 
Zusammenstoß des Inhibitors mit der „Gate-Keeper“ Aminosäure käme. Die as-Kinasen 
können damit spezifisch durch Zugabe unterschiedlicher Mengen des Inhibitors, sowohl 
vollständig als auch teilweise inhibiert werden. Bei dem Inhibitor handelt es sich um kleine 
Moleküle, die schnell in die Zelle gelangen können und damit eine Inaktivierung des 
Zielproteins in sehr kurzer Zeit ermöglichen. Die Zelle hat damit kaum Zeit, der fehlenden 
Kinaseaktivität entgegenzuwirken und sich anzupassen (Gregan et al, 2007). 
Damit ein Hefestamm konstruiert werden kann, der ausschließlich eine analog-sensitive Prp4 
Kinase exprimiert, wurde die „Gate-Keeper“ Aminosäure durch Sequenzvergleiche identifiziert 
(http://sequoia.ucsf.edu/ksd/) (Abbildung 13).  
Abbildung 13| Alignement der Kinasedomäne von Prp4 in verschiedenen Organismen  
Zwischen den drei Organismen konservierte Aminosäuren sind grau unterlegt. Konservierte Aminosäuren, die für bestimmte 
Subdomänen charakteristisch sind, sind dick gedruckt und farblich hervorgehoben. Magenta, invariante Aminosäure; Blau, 
nahezu invariante Aminosäure; Die einzelnen Subdomänen sind durch Pfeile angezeigt und mit römischen Ziffern beschriftet 
(Aranda et al, 2011; Hanks & Hunter, 1995); sp, S. pombe; hs, H. sapiens; mm, Mus musculus,  
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Die in Abbildung 13 dargestellte Kinasedomäne von Prp4 ist zu 53 % identisch mit der des 
homologen Proteins in Mensch und Maus. Bei Prp4 aus S. pombe befinden sich sowohl die 
„Gate-Keeper“-Aminosäure wie auch die Punktmutation, die in S. pombe zu dem 
temperatursensitiven Allel prp4-73ts (C235Y) führt, in Subdomäne V der Kinasedomäne. Bei 
der „Gate-Keeper“ Aminosäure handelt es sich in allen drei Organismen um ein 
Phenylalanin (F). In S. pombe befindet es sich an Position 238 und wurde in ein Alanin (A) 
mutiert, was zu der Bezeichnung prp4as2 führt (Abbildung 13).  
Durch homologe Rekombination wurde das Gen prp4 im Wildtyp-Lokus durch das mutierte 
Allel der Kinase und einer dem Terminationsbereich angefügte Kanamycin-Resistenzkassette 
ersetzt (Abbildung 14 und IV3.1, S. 81). Dabei ist der Stamm 801 h-s prp4:int::prp4as2-kanR  
entstanden. Zusätzlich wurde ein Kontrollstamm hergestellt, der die Stammnummer 796 und 
folgenden Genotyp h-s prp4:int::prp4+-kanR  hat. Die Zellen dieses Stamms besitzen das prp4 
Wildtyp-Allel sowie die Kanamycin-Resistenzkassette, die auch hier zwischen dem 
Terminationsbereich und der 3´- flankierenden Sequenz eingefügt wurde. Diese Zellen sollten 
nicht vom Inhibitor beeinflusst werden. 
 
2 Der Inhibitor 1NM-PP1 hemmt die Prp4as2 Kinase 
Da drei verschiedene Inhibitoren zur Verfügung stehen, die in diesem Abschnitt kurz 
beschrieben werden, musste zunächst untersucht werden ob und unter welchen Bedingungen, 
diese drei Inhibitoren einen hemmenden Einfluss auf die Aktivität der Prp4as2 Kinase haben und 
damit das Wachstum der Zellen beeinflussen. Dazu wurden sowohl auf Festmedien Tropftests 
als auch verschiedene Wachstumsreihen in Flüssigkultur durchgeführt. 
Abbildung 14| Integration des prp4as2–Konstrukts in den prp4+-Lokus 
An das mutierte prp4as2 Allel wurde C-terminal eine Resistenzkassette (kanR) angefügt und das gesamte Konstrukt in den 
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 Die Inhibitoren 
Die Strukturformeln der drei verwendeten ATP-analogen Inhibitoren sind in Abbildung 15 im 
Vergleich zu ATP dargestellt. Diese drei Inhibitoren gehören zu einer Gruppe von Inhibitoren, 
die von Kevan M. Shokat verwendet wurden, der zuerst die analog-sensitiven Kinasen in 
S. pombe untersucht hat (Bishop et al, 2000; Gregan et al, 2007). Die Inhibitoren bestehen aus 
einem Pyrazolpyrimidin, welches den Adeninring des ATP´s imitiert, während die Naphtyl-, 
Naphthylmethyl- oder 3´-Methylbenzyl-Gruppe in die hydrophobe Tasche hineinragt 
(Schindler et al, 1999; Zhang et al, 2013; Zhang & Shokat, 2007).  
 
 Die Zugabe des Inhibitors 1NM-PP1 führt zu einem Wachstumsstopp 
Da nicht bekannt ist welcher Inhibitor die Prp4as2 Kinase inhibiert, wurde untersucht, welchen 
Einfluss unterschiedliche Konzentrationen der drei Inhibitoren, 1NM-PP1, 1NA-PP1 und 
3MB-PP1, in Festmedium auf das Zellwachstum haben.  
Dazu wurden Agarplatten mit Minimalmedium (EMM) verwendet. Die Platten wurden ohne 
Inhibitor, mit 40 µL DMSO (Dimethylsulfoxid) sowie mit 10, 20, 50 und 100 µM des 
jeweiligen Inhibitors versetzt. Da alle drei Inhibitoren in DMSO gelöst sind, wurde DMSO als 
Kontrolle eingesetzt, um auszuschließen, dass das Wachstum der Zellen durch DMSO 
beeinflusst wird. 
Es wurden drei Stämme verwendet: der Wildtyp L972, der Kontrollstamm 796 sowie der 
Stamm 801, der die analog-sensitive Prp4 Kinase exprimiert. Aus einer Hauptkultur wurden 
die Zellen so verdünnt, dass 104, 103, 102 und 10 Zellen aufgetropft und 72 Stunden bei 30 °C 
auf Minimalmedium inkubiert wurden (Abbildung 16).  
Abbildung 15| Chemische Struktur der Inhibitoren im Vergleich zu ATP 
Die C-Atome der an das Pyrazolpyrimidin (PP) angefügten Gruppen sind nummeriert. Na, Naphtyl-; NM, Naphthylmethyl-; 
3MB, 3´-Methylbenzyl-; Die Abbildung wurde von Zhang et al (2013) übernommen und modifiziert. 
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Wird in Abbildung 16A zunächst das Wachstum der Zellen auf den Minimalmedium Platten 
ohne Inhibitor miteinander verglichen, zeigt sich, dass der Prp4as2 Stamm 801 die gleiche 
Abbildung 16| Der Inhibitor 1NM-PP1 verlangsamt ausschließlich das Wachstum des Stamms 801 
Tropftest der drei Stämme L972, 796 und 801 auf EMM (A) EMM ohne Inhibitorzugabe (-Inh.) und mit DMSO; (B) EMM 
mit verschiedenen Konzentrationen (10, 20, 50 und 100 µM, horizontal) der drei Inhibitoren (1NA-PP1, 1NM-PP1 und 
3MB-PP1, vertikal). Die Inkubation erfolgte für 72 Std. bei 30 °C. Die roten Pfeile markieren die Kolonien des Stamms 801, 
die bei einer Konzentration von 50 und 100 µM 1NM-PP1 kleinere Ko1onien ausbilden als die Kontrollstämme.  
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Wachstumsrate aufweist, wie der Wildtyp- und der Kontrollstamm, was anhand der 
durchschnittlichen Größe der Kolonien bei den Konzentrationen 102 und 10 zu sehen ist. Das 
deutet darauf hin, dass der Aminosäureaustausch in der ATP-Bindetasche der Kinase nicht zu 
einem Aktivitätsverlust der Kinase führt. Auch auf der Platte, die DMSO enthält, kann weder 
ein Unterschied zur Kontrollplatte (- Inh.) noch zwischen den drei Stämmen im Vergleich 
festgestellt werden. Das heißt DMSO beeinflusst in dieser Konzentration nicht das Wachstum 
der Zellen auf Festmedium.  
Werden alle Platten, die Inhibitor enthalten betrachtet, ist auffällig, dass sowohl der 1NA-PP1 
als auch der 1NM-PP1 ab einer Konzentration von 50 µM in Minimalmedium ausfallen und 
sich als weißliche Schlieren auf der Plattenoberfläche absetzen, während der Inhibitor 3MB-
PP1 in Minimalmedium vollständig gelöst bleibt (Abbildung 16B).  
Werden nun im Einzelnen die Größe der Kolonien auf den Platten, die unterschiedliche 
Inhibitorkonzentrationen enthalten, mit denen der Kontrollplatte ohne Inhibitorzugabe 
verglichen, zeigt sich, dass der Inhibitor 1NA-PP1 auf keinen der Stämme einen hemmenden 
Einfluss ausübt. Alle Einzelkolonien bei einer Zellkonzentration von 102 und 10 sind in ihrer 
Größe mit denen der Kontrollplatte vergleichbar (Abbildung 16A und B). Der Inhibitor 
1NM-PP1, der sich ebenfalls auf der Plattenoberfläche absetzt, zeigt bei einer Konzentration 
von 50 und 100 µM einen schwachen Einfluss auf das Zellwachstum des Stamms 801, was an 
den verkleinerten Einzelkolonien zu beobachten ist. Es ist festzustellen, dass hier ausschließlich 
das Wachstum des Stamms 801 beeinflusst wird, der die analog-sensitive Kinase exprimiert 
(Abbildung 16B, rote Pfeile). Im Gegensatz dazu zeigt der dritte getestete Inhibitor 3MB-PP1 
ab 50 µM eine starke Inhibition bei allen drei Stämmen, so dass in den Zellkonzentrationen 102 
und 10 kaum mehr Kolonien zu erkennen sind.  
Da der Inhibitor 1NA-PP1 keinen Einfluss auf das Zellwachstum zeigt und der Inhibitor 
3MB-PP1 das Wachstum aller drei Stämme inhibiert, wurde in den nachfolgenden Versuchen 
in Flüssigkultur ausschließlich der Inhibitor 1NM-PP1 in Minimalmedium weiter untersucht.  
 Die Konzentration des Inhibitors beeinflusst Dauer und Ausprägung der 
Inhibition 
Um den Einfluss des Inhibitors in Flüssigkultur zu untersuchen, wurden Kulturen der Stämme 
801 und 796 in Minimalmedium angesetzt, am nächsten Tag geteilt und mit unterschiedlichen 
Konzentrationen des Inhibitors 1NM-PP1 sowie DMSO als Kontrolle, versetzt. Der 
Wildtyp-Stamm L972 wurde ohne Zugabe von Inhibitor mitbetrachtet, um beurteilen zu 
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können, ob die veränderte ATP-Bindetasche der Zellen des Stamms 801, die die 
analog-sensitive Kinase exprimieren, einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen schon ohne 
Inhibitorzugabe hat oder ob sich die Zellen in Flüssigkultur wie die Wildtyp-Zellen verhalten 
(Abbildung 17).  
 
Werden zuerst die in Abbildung 17A dargestellten Wachstumskurven der Stämme 801 
(schwarz) und L972 (grau) ohne Inhibitorzugabe in Flüssigkultur miteinander verglichen, ist zu 
Abbildung 17| Konzentrationsabhängige Inhibition der Zellen in Flüssigkultur 
Das Wachstums des Stamms (A) 801 sowie (B) des Kontrollstamms 796 wurde ohne und mit Zugabe verschiedener 
Konzentrationen des Inhibitors 1NM-PP1 untersucht. Als Kontrolle wurde der Wildtyp L972 ohne Inhibitorzugabe  
betrachtet. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Inhibitorzugabe (+Inh.).  
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erkennen, dass beide die gleiche Wachstumsrate zeigen. Das bedeutet, dass die analog-sensitive 
Prp4 Kinase nicht in ihrer Funktion beeinträchtigt ist. Auch die Zugabe von DMSO (oliv) hat 
in Flüssigkultur keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen.  
Bei einer Konzentration des Inhibitors von 2,5 µM (türkis) 1NM-PP1 verringern die Zellen, im 
Vergleich zu den Zellen ohne Inhibitorzugabe, von 60-180 Minuten nach Zugabe ihr 
Wachstum. Nach 180 Min. beginnen die Zellen erneut mit dem Wachsen und die 
Wachstumsrate entspricht der der Zellen ohne Inhibitor. Bei allen untersuchten höheren 
Inhibitorkonzentrationen von 5-20 µM 1NM-PP1 zeigt sich ein ähnliches Bild. Die Zellen des 
Stamms 801 arretieren 60 Min. nach Inhibitorzugabe und stellen dann bis etwa 180 Min. das 
Wachstum ein. Je höher die Konzentration des Inhibitors ist, desto ausgeprägter und länger 
arretieren die Zellen. Nachdem die Zellen erneut begonnen haben sich zu teilen, entspricht die 
Wachstumsrate wieder derjenigen ohne Inhibitorzugabe.  
Da unklar ist warum die Zellen nach 180 Min. erneut mit dem Wachsen beginnen, wurde eine 
Versuchsreihe mit stündlicher Inhibitorzugabe durchgeführt (Abbildung 52, S. 121). Dadurch 
soll überprüft werden, ob der Inhibitor bei einmaliger Zugabe nach diesem Zeitraum verbraucht 
ist und ob die Inhibition durch wiederholte Zugaben von Inhibitor verlängert werden kann. Zu 
den Zellen wurde stündlich 10 µM Inhibitor zugegeben. Das führt dazu, dass die Zellen nur 
etwa 60 Min. länger arretiert bleiben, als bei einmaliger Zugabe. Das bedeutet, dass es nicht 
allein der Abbau des Inhibitors sein kann, der zu erneutem Wachstum führt, sondern auch 
Veränderungen in der Zelle, die durch den Inhibitor beeinflusst werden.  
Da die ATP-Bindetasche von Wildtyp Kinasen nicht für ATP analoge Inhibitoren zugänglich 
sein sollte, darf ausschließlich die mutierte Kinase inhibiert werden. Um das zu überprüfen 
wurde der Stamm 796, der die Wildtyp Prp4 Kinase besitzt, mit den zuvor verwendeten 
Konzentrationen des Inhibitors 1NM-PP1 inkubiert und die Wachstumsrate bestimmt 
(Abbildung 17B). Die Wachstumskurven sind auch hier im Vergleich zum Wildtyp L972 
dargestellt und es wird deutlich, dass keine der verwendeten Konzentrationen des Inhibitors das 
Wachstum der Zellen beeinflusst. Auch bei hohen Konzentrationen wie 10 und 20 µM (rot und 
gelb) kann kein Wachstumsstopp der Zellen beobachtet werden. 
Aus den Versuchsergebnissen dieses Abschnitts hat sich ergeben, dass die Prp4as2 Kinase in 
Minimalmedium mit einer Konzentration von 10 µM 1NM-PP1 über einen längeren Zeitraum 
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3 Die Inhibition der Prp4 Kinase beeinträchtigt den Zellzyklus und die 
Spleißeffizienz 
Nachdem gezeigt wurde, dass die Inhibition der Prp4as2 Kinase zu einem transienten 
Wachstumsstopp der Zellen führt, stellt sich die Frage, ob die Beeinträchtigung des 
Spleißprozesses und damit das Fehlen von gespleißten Transkripten die Ursache des Arretierens 
der Zellen sein kann. Dazu wurden folgende Fragestellungen überprüft: 1) An welchem Punkt 
im Zellzyklus halten die Zellen an? 2) Welche Auswirkung hat die chemische Inhibition der 
Kinase auf den Spleißprozess? 
 Nach Inhibition der Kinase arretieren die Zellen in der G1- und G2-Phase des 
Zellzyklus 
Um die erste Fragestellung zu bearbeiten, wurden aus drei unabhängigen Experimenten 
Wachstumskurven ohne und mit Zugabe des Inhibitors bei 30°C in EMM erstellt. Dabei wurde 
auch der prozentuale Anteil an Septen dieser Kulturen bestimmt (Abbildung 18).  
Die Zellen des Stamms 801 stellen, wie bei den vorherigen Inhibitionsversuchen, 60 Min. nach 
Inhibitorzugabe das Wachstum ein, arretieren bis 180 Min. und beginnen dann erneut mit der 
Teilung (Abbildung 18A). Wird dazu der prozentuale Anteil an Septen betrachtet (Abbildung 
18B) ist zunächst zu erkennen, dass die Anzahl der Septen ohne Inhibition der Kinase über die 
Zeit nur geringfügig schwankt und im Mittel 6-12,5 % der Zellen ein Septum aufweisen. Wird 
Inhibitor dazugegeben sinkt die Anzahl der Septen, so dass von 120-180 Min. nur noch maximal 
2,5 % der Zellen ein Septum aufweisen. Diese Verringerung der Septenanzahl korreliert mit 
dem Arretieren des Zellwachstums. Nach 240 Min. steigt die Zahl der Septen wieder an und 
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Um zu untersuchen in welchem Stadium des Zellzyklus die Zellen der Spalthefe arretieren, 
wurden diese fluoreszenz-mikroskopisch betrachtet und eine FACS-Analyse (engl. 
fluorescence-activated cell sorting) durchgeführt.  
Die Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop sind in Abbildung 19 dargestellt, wobei 
sowohl die Durchlicht- (DIC) als auch die Fluoreszenzbilder im direkten Vergleich gezeigt 
sind. Die Zellkerne wurden mit DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindole) angefärbt und Calcofluor 
white wurde verwendet, um die Septen sichtbar zu machen.  
Abbildung 18| Transienter Wachstumsstopp der Zellen korreliert mit Septenbildung 
Das (A) Wachstumsverhalten der Zellen ohne (grau) und mit (rot) Inhibitorzugabe wurde der (B) Septenbildung im gleichen 
Zeitraum gegenübergestellt. Der Zeitpunkt der Zugabe des Inhibtors ist mit einem roten Pfeil markiert. Die Fehlerbalken 
entsprechen der Standardabweichung. 
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Ohne Inhibition der Kinase zeigt sich deutlich eine heterologe Zellkultur, die jedes Stadium des 
mitotischen Zellzyklus aufweist. 120-180 Min. nach Inhibition sind dagegen nur noch zwei 
Populationen von Zellen in der vorher sehr gemischten Kultur zu finden. Diese zwei 
Populationen bestehen einerseits aus kurzen (~10 µm) und andererseits sehr langen (~20-30 
µm) Zellen, wobei zu erwähnen ist, dass weitaus mehr lange als kurze Zellen vorliegen. Beide 
Populationen besitzen ausschließlich einen Zellkern und nahezu alle zeigen kein Septum mehr. 
Nach 240 Min. liegen bei den langen Zellen wieder zwei Zellkerne vor und es treten gehäuft 
Septen auf. 300 Min. nach Inhibitorzugabe liegt erneut eine heterologe Zellkultur vor.  
Abbildung 19| Die Inhibition der Kinase führt zu zwei verschiedenen Zellpopulationen 
Fluoreszenz-mikroskopische Untersuchung der Zellen ohne und mit Zugabe von 10 µM 1NM-PP1. Zeitgleich sind die 
Zellkerne mit DAPI und die Septen mit Calcofuor white angefärbt. Nach 120 und 180 Min. sind sehr lange und sehr kurze 
Zellen (rote Pfeile) zu beobachten, die nur einen Zellkern besitzen. Der Größenstandard entspricht 10 µm.  
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Versucht man die beiden Zellpopulationen, die nach der Inhibition auftreten, anhand der 
mikroskopischen Aufnahmen Zellzyklusphasen zuzuordnen, scheinen sich die langen Zellen 
am Ende der G2-Phase zu befinden, bevor sich zwei Zellkerne herausbilden. Die kurzen Zellen 
dagegen könnten sich sowohl am Übergang der G1- zur S-Phase als auch am Anfang der 
G2-Phase befinden.  
Es wurde nun eine FACS-Analyse durchgeführt (Abbildung 20), um zu untersuchen, in welcher 
Phase des Zellzyklus sich die Zellen nach chemischer Inhibition befinden. Schwelnus et al 
(2001) haben gezeigt, dass bei Zellen, die das temperatursensitive (ts) Allel der Prp4 Kinase 
oder auch ein ts-Allel des Substrats Prp1 exprimieren, bei der restriktiven Temperatur ein 
einfacher (1C) und ein doppelter (2C) DNA-Gehalt nachweisbar ist. Das bedeutet, dass die 
Zellen in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus arretieren. 
 
Jetzt wurden Zellen ohne Inhibitorzugabe, sowie zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 
Inhibitorzugabe untersucht (Abbildung 20). Ohne Inhibitorzugabe ist ausschließlich der für 
S. pombe typische 2C Peak zu erkennen. Dieser ergibt sich dadurch, dass während der G2-Phase 
ein doppelter DNA-Gehalt vorliegt und dies die längste Phase des S. pombe Zellzyklus ist, 
womit sich ein Großteil der Zellen in G2 befindet. Außerdem findet schon eine erneute 
Replikation der DNA statt, bevor die Teilung der einzelnen Tochterzelle vollständig 
abgeschlossen ist. Die nach der Teilung entstehenden Tochterzellen befinden sich dadurch 
Abbildung 20| Die Zellen zeigen nach Inhibition sowohl einen einfachen als auch einen doppelten DNA-Gehalt 
Die FACS-Analyse zeigt, dass nach Zugabe des Inhibitors ein 1C (einfacher DNA-Gehalt) und ein 2C (doppelter 
DNA-Gehalt) Peak auftritt. Nach 240´+ Inhibitiorzugabe verschwindet der 1C Peak langsam wieder. 
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bereits in der G2-Phase und weisen einen doppelten DNA-Gehalt auf (Abbildung 1, S. 4) 
(Mitchison, 1971).  
60 Min. nach Zugabe von 10 µM 1NM-PP1 entsteht ein 1C Peak, der bis 120 Min. zunimmt 
und sich danach wieder verkleinert. Das deutet daraufhin, dass ein Teil der Zellen für den 
Zeitraum von 60-180 Min. nach Zugabe des Inhibitors die Teilung vollzogen haben muss, 
allerdings noch nicht mit der Replikation der DNA beginnen konnte und damit in der G1-Phase 
einzuordnen ist. Daraus kann geschlossen werden, dass nach Inhibitorzugabe die Zellen in der 
G1- oder G2-Phase des Zellzyklus arretieren und stimmt mit den FACS-Ergebnissen der 
ts-Allele von Prp4 und Prp1, die zur restriktiven Temperatur geshiftet wurden, überein 
(Schwelnus et al, 2001).  
 Die Inhibition der Prp4 Kinase führt nicht bei allen intronhaltigen Genen zu einer 
Akkumulation von prä-mRNA  
Nachdem geklärt wurde, an welcher Position im Zellzyklus die Zellen arretieren, ist jetzt zu 
untersuchen, welche Folgen die Inhibition der Kinase für den Spleißprozess hat. Dazu wurde 
anhand von intronhaltigen Genen die Auswirkung der Inhibition der Kinase auf das prä-mRNA 
Spleißen untersucht. Dabei wurden sowohl intronhaltige Gene ausgewählt, von deren 
Proteinprodukt bekannt ist, dass es im Zellzyklus eine Rolle spielt, als auch andere intronhaltige 
Gene. 
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde, ohne und mit Inhibition der Kinase, aus dem Stamm 801 
RNA isoliert und eine semi-quantitative RT-PCR durchgeführt. Die verwendeten Primer binden 
jeweils in den Exonsequenzen vor und nach den untersuchten Introns (Abbildung 21).  
Das erste betrachtete Gen, welches ein Intron besitzt, ist fta4. Fta4 ist ein 
Kinetochor-assoziiertes Protein, das während der Meiose und Mitose in den Transport der 
Schwesterchromatiden involviert ist, die über den Spindelapparat zu den Polen transportiert 
werden (Liu et al, 2005). Die RT-PCR Untersuchung zeigt, dass ohne Inhibitorzugabe 
hauptsächlich mRNA mit einer Größe von 276 bp vorliegt. Wird 10 µM 1NM-PP1 
dazugegeben, kehrt sich schon nach 10 Min. das Verhältnis um und es kann hauptsächlich 
prä-mRNA (350 bp) detektiert werden. Die Inhibition hält bis 60 Min. an und ab 90 Min. kehrt 
sich das Verhältnis von mRNA zu prä-mRNA erneut um und Spleißen findet wieder statt. Nach 
120 Min. wird überwiegend mRNA detektiert und das Verhältnis gleicht langsam wieder dem 
Ausgangsverhältnis ohne Inhibitorzugabe.  
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Pyp3, das zweite betrachtete Gen, besitzt ebenfalls nur ein Intron und codiert für eine Protein-
Tyrosin-Phosphatase, die zum Zeitpunkt des Übergangs von der G2- in die M-Phase benötigt 
wird. (Millar et al, 1992). Bei Pyp3 kann das gleiche Spleiß-Inhibitionsverhalten nach 
Inhibitorzugabe beobachtet werden, wie schon bei fta4 (Abbildung 21).  
Bei dem nächsten Gen handelt es sich um tbp1, welches drei Introns besitzt und für das 
TATA-Bindeprotein codiert (Hoffmann et al, 1990). Wird hier die Spleißeffizienz des dritten 
Introns nach Inhibition der Kinase untersucht, ergibt sich das gleiche Spleißmuster wie bei den 
beiden vorherigen Transkripten.  
 
Das Gen rpl29 kodiert für das ribosomale Protein 29 und besitzt ein Intron. 
Überraschenderweise zeigt sich hier, im Gegensatz zu fta4, pyp3 und tbp1-III, nach Inhibition 
der Kinase keine Akkumulation von prä-mRNA. Zu allen untersuchten Zeitpunkten ist 
ausschließlich mRNA zu detektieren (Abbildung 21).  
Die Cdc2 Kinase, die zusammen mit dem Cyclin Cdc13 den Zellzyklus reguliert (Coudreuse & 
Nurse, 2010) besitzt in ihrem offenen Leseraster vier Introns und wurde ebenfalls mittels 
RT-PCR untersucht. Dazu wurden zwei verschiedene Primerpaare verwendet. Das erste 
Primerpaar bindet in Exon1 und 3, so dass die ersten beiden Introns zeitgleich untersucht 
Abbildung 21| Die RT-PCR Analyse von fta4, pyp3 und tbp1-III zeigt im Gegensatz zu rpl29 eine Akkumulation von 
prä-mRNA nach Inhibitorzugabe 
Ohne Zugabe von Inhibitor (0, -Inh.) wird bei allen vier Genen hauptsächlich mRNA amplifiziert. Während bei fta4, pyp3 
und tbp1-III von 10´ bis 90´ nach Zugabe von Inhibitor (+Inh.) überwiegend prä-mRNA detektiert wird, kann bei rpl29 
ausschließlich mRNA amplifiziert werden. *, markiert die Position des zu erwartenden prä-mRNA Fragments; M, 
Größenstandard; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. 
Links: Größenangaben des Standards; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template. Bei Genen mit mehreren Introns, hier 
tbp1, werden die Introns mit römischen Zahlen nummeriert. 
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werden können. Das zweite Primerpaar bindet in Exon3 und 5, so dass die Introns III und IV 
betrachtet werden (Abbildung 22). Die RT-PCR Analyse der Introns des cdc2-Gens zeigt ein 
ähnliches Spleißmuster wie rpl29. Ohne Inhibitorzugabe ist wie bei allen bisher untersuchten 
Transkripten ausschließlich mRNA zu finden. Wird die Kinase inhibiert, zeigt sich bei cdc2, 
dass sich die Spleißeffizienz von 10 bis 90 Min. zwar geringfügig verschlechtert und eine kleine 
Menge prä-mRNA akkumuliert, aber der größte Teil trotz Inhibition weiterhin als mRNA 
vorliegt. Die vier cdc2-Introns, sowie rpl29 scheinen die Aktivität der Prp4 Kinase nicht zu 
benötigen, um herausgespleißt zu werden.  
 
Die beiden nächsten untersuchten Gene res1 und res2 sind Teil des MBF-Komplex (engl. MluI 
cell cycle box binding factor). Der MBF-Komplex fungiert als Transkriptionsfaktor und 
reguliert in der G1-Phase die Transkription von bis zu 40 Genen, die für die sich anschließende 
S-Phase benötigt werden. Er setzt sich aus einem Dimer von Cdc10 und jeweils einer Kopie 
von Res1 und Res2 zusammen (Aligianni et al, 2009; Ayté et al, 1995). Cdc10 besitzt kein 
Intron, res1 und res2 jeweils eines.  
 
Wird res1 betrachtet zeigt es den gleichen Inhibitionsverlauf wie pyp3, fta4 und tbp1-III. Schon 
10 Min. nach Inhibitorzugabe akkumuliert die prä-mRNA und ab 90 Min. beginnt spleißen 
erneut. Bei res2 dagegen scheint die Inhibition der Kinase, ähnlich wie bei cdc2 und rpl29, 
keine Auswirkungen auf die Spleißeffizienz zu haben, denn auch nach Inhibitorzugabe konnte 
zu allen Zeitpunkten ausschließlich mRNA detektiert werden.  
Abbildung 22| Bei vier Introns des cdc2-Gens zeigen sich nur geringe Mengen prä-mRNA nach Inhibition 
Ohne Zugabe von Inhibitor (0, -Inh.) wird in der RT-PCR hauptsächlich mRNA amplifiziert. Von 10´ bis 90´ nach 
Inhibitorzugabe (+Inh.) werden geringe Mengen prä-mRNA detektiert. M, Größenstandard; Rechts: schematische 
Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. Links: Größenangaben des Standards; 
H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template. Bei Genen mit mehreren Introns, hier cdc2, werden die Introns mit 
römischen Zahlen nummeriert. 
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Werden diese Ergebnisse zusammengefasst hat sich schon bei der kleinen Auswahl an hier 
untersuchten Zellzyklusgenen gezeigt, dass einige dieser Gruppe, nach Inhibition der Kinase, 
für einen bestimmten Zeitraum nicht mehr effizient gespleißt werden und für 90 Min. 
hauptsächlich prä-mRNA vorliegt. Dass könnte dazu führen, dass zu bestimmten Zeitpunkten 
nicht alle benötigten mRNAs und damit auch Proteine zur Verfügung stehen, um den Zellzyklus 
reibungslos zu durchlaufen, was ein Arretieren der Zellen in G1 und G2 zur Folge haben könnte.  
Des Weiteren hat sich gezeigt, dass es offensichtlich zwei verschiedene Klassen von Introns 
gibt. Die einen benötigen die Aktivität der Prp4 Kinase um gespleißt zu werden, was dazu führt, 
dass nach Inhibition der Kinase mehr prä-mRNA vorliegt als mRNA. Gleichzeitig verringert 
sich die Menge an mRNA und verschwindet bei manchen Genen sogar vollständig. Diese 
Introns werden im Folgenden Prp4-abhängig gespleißte Introns genannt. Die Anderen zeigen 
nach Inhibition der Kinase weder eine Verringerung der mRNA Menge noch eine 
Akkumulation von prä-mRNA und werden zukünftig Prp4-unabhängig gespleißte Introns 
genannt.  
4 Bei 36 °C zeigen Zellen, die das ts-Allel prp1-127ts exprimieren, ausschließlich 
bei Prp4-abhängigen Introns eine Akkumulation von prä-mRNA  
Da es sich bei dem Protein Prp1 um ein in vivo Substrat der Prp4 Kinase handelt, wurde das 
temperatursensitive Allel prp1-127ts verwendet, um zu untersuchen, wie sich die Introns der 
vorher betrachteten Gene nach Shift zur restriktiven Temperatur verhalten. Dazu wurden die 
Zellen bei 25 °C kultiviert und anschließend zu 36 °C geshiftet, RNA isoliert und eine RT-PCR 
durchgeführt (Abbildung 24).  
Abbildung 23| Die RT-PCR-Analyse von res1 und res2 zeigt eine gegensätzliche Reaktion nach Inhibition der Prp4 
Kinase 
Ohne Zugabe von Inhibitor (0, -Inh.) wird bei beiden Genen hauptsächlich mRNA amplifiziert. Von 10´ bis 90´ nach 
Inhibitorzugabe (+Inh.) wird bei res1 hauptsächlich prä-mRNA detektiert, während bei res2 zu allen untersuchten 
Zeitpunkten ausschließlich mRNA detektiert wird. *, markiert die Position des zu erwartenden prä-mRNA Fragments; M, 
Größenstandard; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. 
Links: Größenangaben des Standards; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template. 
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Bei dem res1-Intron und dem dritten Intron von tbp1 wird in der RT-PCR bei 25 °C 
hauptsächlich mRNA detektiert, während bei 36 °C prä-mRNA akkumuliert und sich die 
mRNA Menge für 60 Min. verringert und bei res1 sogar vollständig verschwindet. Die Introns 
von res2 und rpl29 zeigen zu allen untersuchten Zeitpunkten ausschließlich mRNA wodurch 
deutlich wird, dass das Spleißen dieser Introns nicht beeinträchtigt wird. Bei den Introns III und 
IV des Gens cdc2 wird zu allen Zeitpunkten hauptsächlich mRNA amplifiziert. Hier ist nach 
dem Shift zu 36 °C, genau wie bei der Inhibition der Prp4 Kinase, nur eine geringe Menge an 
prä-mRNA sichtbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Inhibition der Prp4 Kinase oder des 
Substrats Prp1 dieselben Introns akkumulieren.  
 
5 Die RNA-Sequenzierung bestätigt die Existenz von zwei verschiedenen 
Intronklassen 
Um herauszufinden, welche Introns im Genom der Spalthefe abhängig von der Prp4 Kinase 
und welche unabhängig gespleißt werden, wurde nach Inhibition der Kinase eine 
RNA-Sequenzierung aller Transkripte durchgeführt. Dabei hat sich gezeigt, dass Introns 
tatsächlich unterschiedlich auf die Inhibition der Kinase reagieren und in Prp4-abhängige 
Abbildung 24| Bei 36 °C beeinflusst die Expression von prp1-127ts ausschließlich die Prp4-abhängigen Introns 
Bei 25 °C wird bei allen Genen hauptsächlich mRNA amplifiziert. Von 10´ bis 60´ nach Shift zu 36 °C wird bei res1 und 
tbp1-III hauptsächlich prä-mRNA detektiert, während bei res2, rpl29 und cdc2 III+IV zu allen untersuchten Zeitpunkten  
mehr mRNA als prä-mRNA vorliegt. *, markiert die Position des zu erwartenden prä-mRNA Fragments; M, Größenstandard; 
Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. Links: 
Größenangaben des Standards; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template. 
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und -unabhängige gegliedert werden können. Anschließend sollte untersucht werden, ob sich 
diese beiden Klassen durch bestimmte charakteristische Merkmale wie bestimmte 
Sequenzmerkmale in Exons und Introns oder Introngröße unterscheiden lassen. Des Weiteren 
wurde versucht herauszufinden, ob die eine oder die andere Klasse von Introns gehäuft in 
bestimmten Genfunktionsgruppen (GO) auftritt.  
 Die Introns der Spalthefe wurden zwei Klassen zugeordnet 
Die RNA-Sequenzierung wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. José Ayté an der Universitat 
Pompeu Fabra (Barcelona) durchgeführt. Es wurde drei verschiedene experimentelle 
Bedingungen gewählt und miteinander verglichen: ohne Zugabe des Inhibitors, sowie 30 und 
60 Min. nach Zugabe von 10 µM 1NM-PP1.  
Bei der bioinformatischen Auswertung wurde der Relative Splicing Efficiency Index (RSEI) der 
einzelnen Introns bestimmt, um eine Einordnung in die beiden vorher genannten Klassen zu 
ermöglichen. Der RSEI-Wert wurde für die einzelnen experimentellen Bedingungen 
folgendermaßen berechnet: 
RSEI = log2 
(Anzahl gespleißte Transkripte + 1)
(Anzahl ungespleißte Transkripte + 1)
 
Die Introns, bei denen nach Inhibition mehr mRNA als prä-mRNA gefunden wurde, besitzen 
einen positiven RSEI-Wert und gehören zur Klasse der Prp4-unabhängigen Introns. Im 
Gegensatz dazu weisen die Prp4-abhängig gespleißten Introns mehr prä-mRNA als mRNA auf, 
was zu einem negativen RSEI-Wert führt.  
Werden die Ergebnisse im Detail betrachtet zeigt sich, dass von 5300 Introns in 
proteinkodierenden Genen in S. pombe (Wood et al, 2012), die in diesem Projekt ermittelten 
Sequenzen eindeutig 3565 Introns in 2301 Genen zugeordnet werden konnten. Für diese Introns 
wurden zu jedem untersuchten Zeitpunkt zehn oder mehr Sequenzen ermittelt, so dass sowohl 
ohne als auch mit Inhibitorzugabe ein RSEI-Wert bestimmt werden konnte.  
In Abbildung 25 ist ein Häufigkeitshistogramm dargestellt, in dem die Anzahl der Introns dem 
jeweiligen RSEI-Wert ohne, sowie 30 und 60 Min. nach Inhibitorzugabe zugeordnet wurde. 
Ohne Inhibitorzugabe liegt für alle untersuchten Introns ein positiver RSEI-Wert vor. Bei 30 
und 60 Min. nach Inhibition zeigen 71,7 % der Introns weiterhin mehr mRNA als prä-mRNA 
und besitzen damit einen positiven RSEI-Wert. Diese Introns bilden die Klasse der 
Prp4-unabhängigen Introns. Dagegen zeigen 28,3 % der Introns nach Inhibitorzugabe einen 
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negativen RSEI, da zu diesem Zeitpunkt mehr prä-mRNA als mRNA gefunden wurde. Diese 
Introns bilden die Klasse der Prp4-abhängigen Introns.  
 
 Die Abhängigkeit von der Aktivität der Prp4 Kinase ist intronspezifisch 
Werden Gene, die mehrere Introns enthalten, betrachtet ist zu erkennen, dass die 
Prp4-Abhängigkeit intronspezifisch und nicht genspezifisch ist. Es gibt Gene, bei denen alle 
Introns entweder abhängig oder unabhängig gespleißt werden, aber es gibt auch Gene bei denen 
einige Prp4-abhängig und andere Prp4-unabhängig gespleißt werden (Abbildung 26). 
In der Abbildung 26A sind als Beispiel die RT-PCRs sowie die zughörigen RSEI-Werte der 
Gene rpb5 und ade2 gezeigt. Beide Gene besitzen je zwei Prp4-unabhängig gespleißte Introns, 
jeweils ein Kleines von 64 bp bzw. 39 bp sowie je ein Großes von 211 bp bzw. 383 bp. Es 
wurden Primer verwendet, die in den angrenzenden Exons binden, um die Introns jeweils 
einzeln in der RT-PCR zu untersuchen. Wird zuerst das Agarosegel für rpb5 betrachtet zeigt 
sich bei beiden Introns, dass zu allen untersuchten Zeitpunkten, mit und ohne Inhibition, die 
gleiche Menge an mRNA zu detektieren ist. Bei dem kleinen Intron I von rpb5 kann nach 
Inhibition keine prä-mRNA detektiert werden. Bei dem Intron II ist nur ein Hauch von 
prä-mRNA nach Inhibition zu erkennen, während der größte Teil gespleißt vorliegt. Bei dem 
kleinen Intron von ade2 findet sich zu allen Zeitpunkten eine geringe Menge an prä-mRNA, 
während der größte Teil gespleißt wird und auch nach Inhibition tritt keine Verringerung der 
mRNA auf. Das große Intron von ade2 zeigt ohne und mit Inhibition ausschließlich mRNA.  
Das Gen tbp1, besitzt drei Introns, die alle einen negativen RSEI-Wert aufweisen und damit 
Prp4-abhängig gespleißt werden. Bei der RT-PCR zeigt sich, dass alle drei Introns ohne 
Inhibition der Kinase effizient gespleißt werden. 10 und 30 Min. nach Inhibitorzugabe 
verringert sich die mRNA Menge und hauptsächlich prä-mRNA liegt vor (Abbildung 26B).  
Abbildung 25| Das Häufigkeitshistogramm zeigt nach Inhibition der Kinase zwei verschiedene Klassen von Introns 
Die Anzahl der Introns wurde dem jeweiligen Relative Splicing Efficiency Index (RSEI)-Wert zugeordnet, wodurch 30 und 
60 Min. nach Inhibition (+Inh) zwei Intronklassen entstehen. Die Prp4-unabhängigen zeigen einen positiven RSEI, während 
die Prp4-abhängigen Introns einen negativen RSEI-Wert aufweisen.  
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Wie zuvor schon erwähnt sind nicht alle Introns eines Gens immer abhängig oder unabhängig 
von der Kinase, sondern es gibt auch Gene, bei denen sich die Introns unterschiedlich verhalten. 
Ein solches Gen ist mrp17 (Abbildung 26C). Es besitzt zwei Introns, wovon das erste 
Prp4-abhängig und das zweite Prp4-unabhängig gespleißt wird. Bei Betrachtung der RT-PCR 
ist deutlich die Abnahme der mRNA sowie die Akkumulation von prä-mRNA bei Intron I zu 
erkennen. Bei Intron II bleibt die mRNA Menge konstant und es kann nach Inhibition nur ein 
Hauch von prä-mRNA gefunden werden.  
Abbildung 26| Bei Genen, die mehrere Introns enthalten, können alle Kombinationen von Prp4-abhängigen 
und -unabhängigen Introns auftreten 
(A) Die RT-PCR Analyse der Introns von rpb5 und ade2 zeigt zu den untersuchten Zeitpunkten, ohne, 10´ und 30´ nach 
Inhibition, hauptsächlich mRNA. (B) Die Introns von tbp1 zeigen ohne Inhibition (-Inh.) hauptsächlich mRNA. Nach 
Inhibition (10´ und 30´, + Inh.) kann hauptsächlich prä-mRNA detektiert werden. (C) Die Introns von mrp17 zeigen ohne 
Inhibition (-Inh.) hauptsächlich mRNA. Nach Inhibition (10´ und 30´, + Inh.) kann vom ersten Intron hauptsächlich 
prä-mRNA detektiert werden, während das zweite Intron weiterhin gespleißt wird. Alle Gene sind oberhalb der Agarosegel 
Bilder schematisch dargestellt und die verwendeten Primer, sowie Introngrößen eingezeichnet. Unterhalb sind die RSEI-
Werte der einzelnen Introns angegeben. Die Introns sind in 5´-3´ Richtung mit römischen Zahlen nummeriert. Links befinden 
sich die Fragmentgrößen des Standards. *, erwartete Größe der prä-mRNA; M, Marker 
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Zusammen mit den Daten der RNA-Sequenzierung zeigen diese Ergebnisse, dass es 
intronspezifisch und nicht genspezifisch ist, ob ein Intron die Kinase benötigt um gespleißt zu 
werden oder nicht. Da bei den mit RT-PCR betrachteten Introns sowohl kleine als auch für 
S. pombe schon große Introns dabei waren, scheint die Größe keinen Einfluss darauf zu haben, 
zu welcher Klasse ein Intron gehört. Trotzdem wurden die Introngrößen der beiden Klassen 
getrennt betrachtet (Abbildung 27). Dabei ist zu erkennen, dass es keine Unterschiede in den 
beiden Intronklassen bezüglich der Größe der Introns gibt. 
 
Auch bei einer Zuordnung nach dem GO-System, bei dem die Gene nach ihrer Funktion 
bestimmten Gruppen zugeordnet werden, wie Zellzyklus, Transport, Signaltransduktion usw., 
zeigt sich keine Anhäufung einer Gengruppe in einer der beiden Intronklassen. 
Werden die Intronsequenzen sowie die angrenzenden Exonsequenzen verglichen sind bei 
beiden Klassen, zusätzlich zu den konservierten Spleißstellen, keine weiteren spezifischen 
Sequenzmerkmale zu erkennen, die eine Zugehörigkeit zu der einen oder der anderen Klasse 
erklären könnte. Werden die Konsensussequenzen der Spleißstellen beider Klassen 
gegenübergestellt, können nur geringfügige Unterschiede zwischen den beiden Intronklassen 
festgestellt werden (Abbildung 28).  
Abbildung 27| Die beiden Intronklassen unterscheiden sich im Durchschnitt nicht in der Größe der Introns 
Die Introns sind nach Größen (nt) zusammengefasst und der Prozentanteil an der jeweiligen zugehörigen Intronklasse 
bestimmt. Jeder Balken umfasst einen Bereich von 99 nt. (grau) Prp4-unabhängig gespleißte Introns; (rot) Prp4-abhängig 
gespleißte Introns  
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Betrachtet man die Größe der dargestellten Basen in den WebLogo-Sequenzen, die die 
Häufigkeit dieser Base an der Position repräsentiert, scheint, dass an Position -1 im Exon1 bei 
den Prp4-unabhängig gespleißten Introns häufiger ein Guanin zu finden ist, als bei den 
Prp4-abhängigen Introns. Und auch die Basen an den Positionen +5 (Guanin) und +6 (Uracil) 
im Intron sind bei den Prp4-unabhängigen Introns häufiger komplementär zur U1 snRNA, was 
die Bindung stabilisieren könnte. Wird in % das Auftreten der einzelnen Basen an der 
jeweiligen Position bei Prp4-unabhängigen und -abhängigen Introns verglichen, zeigen die 
Positionen -1, +5 und +6 jeweils in mehr als 10% der Introns häufiger eine Komplementarität 
zur U1 snRNA bei den Prp4-unabhängigen Introns (Tabelle 21, S. 121 und Tabelle 22, S. 122). 
An allen anderen Positionen sind die Unterschiede zwischen den beiden Intronklassen geringer. 
 
6 Die Information, ob ein Intron Prp4-abhängig oder -unabhängig gespleißt 
wird, liegt im Intron und den angrenzenden Nukleotiden 
Da auch in den Sequenzen nur geringfügige Unterschiede festzustellen sind, wird zunächst 
untersucht, ob ein Intron Prp4-abhängig bzw. –unabhängig bleibt, wenn es in einen anderen 
Lokus integriert wird. Dazu wurden in das ursprünglich intronlose Gen ura4 die Sequenzen von 
zwei verschiedenen Introns eingefügt. Zum einen wurde das Prp4-abhängig gespleißte Intron 
des res1-Gens als auch das Prp4-unabhängige große Intron des ade2-Gens (Abbildung 26) über 
die StuI Schnittstelle (AGG^CTT) in das ura4-Gen kloniert. Beide Konstrukte wurden über 
homologe Rekombination in den Wildtyp ura4-Lokus integriert (Abbildung 29). 
Abbildung 28| Es bestehen nur geringfügige Unterschiede in den Konsensussequenzen beim Vergleich beider 
Intronklassen  
Schematische Darstellung einer prä-mRNA der Spalthefe. Die Konsensussequenz der 5’-SS, die BS und die 3´-SS sind 
dargestellt. Es gibt nur geringfügige Sequenzunterschiede zwischen Prp4-unabhängigen und –abhängigen Introns. Pfeil, 
markiert den BP. Die Sequenzlogos wurden mit dem Programm WebLogo generiert (Crooks et al, 2004). 5´-SS, 
5´-Spleißstelle; BP, Verzweigungspunkt; 3´-SS, 3´-Spleißstelle 
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Bei Betrachtung des ura4 + ade2-Intron-Konstrukts (Abbildung 29A) zeigt sich, dass zu jedem 
untersuchten Zeitpunkt ausschließlich mRNA in konstanter Menge vorliegt und keine 
prä-mRNA akkumuliert. Dieses Spleißverhalten nach Inhibition der Kinase entspricht dem des 
ade2-Introns im Wildtyp ade2-Lokus (Abbildung 26A). Das heißt das Prp4-unabhängig 
gespleißte ade2-Intron bleibt auch in dem ursprünglich intronlosen Gen ura4 ein unabhängig 
gespleißtes Intron.  
Das ura4 + res1-Intron-Konstrukt zeigt, dass dieses Transkript schon ohne Inhibition der 
Kinase nicht vollständig gespleißt vorliegt (Abbildung 29B). Wird Inhibitor dazu gegeben, 
kommt es zu einer Akkumulation von prä-mRNA und einem Verschwinden der mRNA. Das 
zeigt, dass das Spleißen des res1 Introns auch im ura4-Lokus die Aktivität der Kinase benötigt. 
Was sich allerdings vom res1 Wildtyp lokus unterscheidet ist, dass die Akkumulation erst nach 
30 Min. deutlich sichtbar wird und bis 180 Min. anhält, während sie beim res1 im Wildtyp 
Lokus schon nach 10 Min. beginnt und bei 120 Min. der größte Teil wieder vollständig 
gespleißt vorliegt (Abbildung 23).  
 
7 Prp4-abhängige und -unabhängige Introns können durch Mutationen in der 
Exon1/5´-SS ineinander umgewandelt werden 
In den vorherigen Kapiteln hat sich herausgestellt, dass zumindest ein Teil der Information, ob 
ein Intron die Aktivität der Prp4 Kinase benötigt, um gespleißt zu werden oder nicht, in der 
Sequenz des Introns und/oder in den direkt angrenzenden Exonsequenzen codiert ist. Auch 
wenn es bei den Konsensussequenzen der Spleißstellen nur geringe Unterschiede zwischen 
beiden Klassen gibt, stellt sich die Frage, ob die Aktivität der Kinase bei der Intronerkennung 
Abbildung 29| Die Integration von Introns in den ura4-Lokus verändert nicht den Einfluß der Prp4 Kinase  
Das Intron des ade2-Gens (A) und das Intron des res1-Gens (B) wurden in den ura4-Lokus integriert und die Spleißeffizienz 
ohne (-Inh.) und mit Inhibitorzugabe (+Inh.) mittels RT-PCR untersucht.*, markiert die Position des zu erwartenden 
prä-mRNA Fragments; M, Größenstandard; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA, mit den zu 
erwartenden Fragmentgrößen. Links: Größenangaben des Standards; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template. 
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eine Rolle spielt und dabei die Bindung der snRNPs an Spleißstellen verbessert, die von der 
Konsensussequenz abweichen.  
Beim Erkennen eines Introns durch das Spleißosom haben die RNA-RNA-Interaktionen eine 
große Bedeutung. Sowohl der U1 snRNP als auch der U2 snRNP interagieren über ihre snRNAs 
mit der prä-mRNA. Die Komplementarität der U1 snRNA zum Exon1-Intron-Übergang und 
die Komplementarität der U2 snRNA zur BS des Introns beeinflussen die Bindung der 
spleißosomalen Partikel (Parker et al, 1987; Séraphin et al, 1988; Siliciano & Guthrie, 1988; 
Wu & Manley, 1989; Zhuang & Weiner, 1986). Aus diesem Grund wurden zwei Reportergene 
konstruiert, die ein Prp4-abhängig oder ein Prp4-unabhängig gespleißtes Intron enthalten. Bei 
diesen beiden Reportergenen wurde sowohl die 5´-SS und die letzten drei Basen des Exon1 als 
auch die BS durch Mutagenese verändert. Dabei soll untersucht werden, ob eine Erhöhung der 
Komplementarität der jeweiligen RNAs zueinander zu einem Prp4-unabhängigen 
Spleißereignis führen kann. Außerdem sollte überprüft werden, ob eine Verringerung der 
Komplementarität die Abhängigkeit von der Prp4 Kinase beibehält oder sogar dazu führt, dass 
ein Intron nicht mehr gespleißt wird.  
Als Prp4-abhängiger Reporter wurde das essentielle res1-Gen verwendet und als 
Prp4-unabhängiger Reporter das nicht essentielle Gen ppk8. Beide Gene besitzen nur ein Intron, 
welche eine ähnliche Größe von 127 bp bei res1 und 117 bp bei ppk8 aufweisen.  
Da es sich bei res1 um ein essentielles Gen handelt, dass bei einem Verlust seiner 
Spleißeffizienz, verursacht durch gesetzte Mutationen, zum Tod der Zellen führen könnte, 
wurde eine zweite Kopie dieses Gens, res1´, in den leu1-Lokus integriert. Das gleiche Prinzip 
wurde bei ppk8 angewendet, auch wenn es sich dabei nicht um ein essentielles Gen handelt. 
 Konstruktion des Reportergens res1´ 
Das Gen res1 wurde durch gerichtete Mutagenese verändert und anschließend über BamHI und 
SalI in den pML81HA Vektor kloniert (IV3.3, S.85). Der Vektor pML81HA ist ein 
Integrationsvektor der Spalthefe, der nachdem er mit BsiWI linearisiert wurde, über homologe 
Rekombination in den leu1-Lokus des Leucin auxotrophen Hefestamms 812 integriert wurde. 
Um einen Einfluss auf den Stoffwechsel der Zelle auszuschließen, wurde bei der Klonierung 
des res1´-Gens eine Leserasterverschiebung eingefügt. Das führt dazu, dass nach der 
Transkription kein funktionsfähiges Res1´-Protein gebildet werden kann, da schon nach 
wenigen Nukleotiden ein neues Stopp-Codon entsteht. Um die Transkription des integrierten 
Gens zu ermöglichen, besitzt der Vektor den konstitutiven nmt1-8 Promotor und ebenso die 
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nmt1 Terminationssequenz. Abschließend liegen in der Zelle zwei Kopien des res1-Gens vor, 
res1+ im Wildtyp res1-Lokus und res1´ im leu1-Lokus (Abbildung 30).  
 
Zur Untersuchung der Spleißeffizienz wurde zu verschiedenen Zeitpunkten RNA isoliert und 
im Anschluss eine semi-quantitative RT-PCR durchgeführt. Dazu wurden die Primer so 
gewählt, dass ausschließlich die Spleißeffizienz des Wildtyp- oder des Reportergens betrachtet 
wird (IV3.3.2, S. 85).  
 res1´-ein Reportergen mit einem Prp4-abhängigen Intron 
Wird die 5´-SS des res1+ Introns betrachtet, ist in Abbildung 31 zu erkennen, dass innerhalb 
des Introns vier komplementäre Basen zur U1 snRNA vorliegen.  
 
Dazu gehören die konservierten Basen Guanin und Uracil an Position +1 und +2 sowie die 
Basen an Position +5 und +6. Auch hier befinden sich ein Guanin und ein Uracil. Die beiden 
Basen in der Mitte der 5´-SS von res1, +3 und +4, beide ein Uracil, können keine Paarung mit 
Abbildung 30| Die Allele res1+ und res1´ liegen beide in der Zelle vor 
Schematische Darstellung der Gene res1+ und res1´ im Vergleich. Die Position der für die RT-PCR verwendeten Primer ist 
durch Pfeile kennzeichnet. Die HindIII Schnittstelle wird für die Unterscheidung zwischen beiden Transkripten während der 
RT-PCR benötigt.  
Abbildung 31| Interaktion der U1 snRNA mit der 5´-SS des res1+ Transkripts 
Schematische Darstellung der Interaktion der U1 snRNA mit der 5´-SS und dem Exon1. In grün unterlegt ist ein vergrößerter 
Ausschnitt der 5´-SS, sowie die letzten 3 Basen des Exon1. Dabei angegeben ist die zukünftig verwendete Nummerierung 
der einzelnen Basen. 
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der snRNA eingehen. Gegenüber der Base an Position +4 der 5´-SS befindet sich in der 
S. pombe U1 snRNA ein Pseudouridin, was eine starke Bindung mit Adenin und Guanin 
eingehen kann (Kierzek et al, 2014).  
Die Interaktion mit der U1 snRNA geht in das Exon1 über. Aus diesem Grund wurden die 
letzten drei Basen des Exon1 mitbetrachtet. Dort kann es bei res1+ zu zwei Basenpaarungen an 
Position -1 und -2 kommen. Somit weist res1+ sechs von neun möglichen komplementären 
Basenpaarungen auf, die ohne Inhibition der Prp4 Kinase ausreichen, um das Intron 
herauszuspleißen (Abbildung 23, S. 35). 
7.2.1 res1´ zeigt auch im leu1-Lokus ein Prp4-abhängiges Spleißverhalten 
Damit res1´ als Reportergen verwendet werden kann, sollte zunächst überprüft werden, ob res1´ 
im leu1-Lokus weiterhin Prp4-abhängig gespleißt wird. Dazu wurde ein Kontrollstamm 
konstruiert, der zwar das zusätzliche res1´-Gen im leu1-Lokus besitzt, aber keine weiteren 
Mutationen in den Spleißstellen aufweist. Dieser Stamm trägt die Stammnummer 991 und wird 
zukünftig als res1´-WT bezeichnet.  
 
Die Spleiß-Inhibitionsmuster von res1+ und res1´-WT sind im Vergleich in Abbildung 32 
dargestellt. Der zuerst gezeigte Stamm 812 besitzt ausschließlich das Wildtyp res1+ im 
Wildtyp-Lokus. Ohne Inhibition der Kinase wird das res1+ Transkript mit hoher Effizienz 
gespleißt. 10 Min. nach Inhibitorzugabe kommt es zu einer Akkumulation von prä-mRNA und 
einem Verschwinden der mRNA. Nach 60-90 Min. wird erneut gespleißt und es ist wieder 
vermehrt mRNA zu detektieren. Der Stamm 991 ist der Kontrollstamm, der sowohl das res1+ 
im Wildtyp-Lokus, als auch ein zusätzliches res1´-WT im leu1-Lokus besitzt. Die hier 
Abbildung 32| Die Transkripte res1+ und res1´-WT zeigen ähnliche Spleiß-Inhibitionsmuster  
Beide Transkripte, res1+ und res1´-WT, zeigen ohne Inhibitorzugabe (-Inh.) hauptsächlich mRNA, während 10 Min. nach 
Inhibtion (+Inh.) bei beiden prä-mRNA akkumuliert.; M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; 
Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. Links: 
Größenangaben des Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS; |, 
Watson-Crick Basenpaarung; , Pseudouridin  
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verwendeten Primer detektieren ausschließlich das res1´-WT im leu1-Lokus. Ohne Inhibition 
der Kinase ist, bis auf eine geringe Menge prä-mRNA, hauptsächlich mRNA zu finden. Wird 
die Kinase inhibiert, kommt es auch bei dem Reportergen nach 10 Min. zu einer Akkumulation 
von prä-mRNA, die sich nach 90 Min. wieder umkehrt. 
Im Unterschied zum res1+ im Wildtyp-Lokus ist hier zu erkennen, dass die mRNA nie ganz 
verschwindet. Dazu muss angemerkt werden, dass sich das zusätzlich integrierte res1´-WT 
unter dem nmt1-8 Promotor befindet, der zu einer veränderten Menge an Transkript führt 
(IV3.3.1, S. 85). Obwohl sich das Gen res1´ in einem anderen Lokus, mit einem anderen 
Promotor und Terminator befindet, zeigt es weiterhin ein Prp4-abhängiges Spleißverhalten und 
kann als Reportergen verwendet werden.  
7.2.2 Das Intron wird nicht mehr erkannt, wenn an Position +1 oder +2 der 5´-SS keine 
Basenpaarung mit der U1 snRNA möglich ist  
Es ist bekannt, dass ein GU am Intronanfang benötigt wird, damit ein Intron überhaupt gespleißt 
wird (Lewin, 1980). Deswegen wurden als Kontrolle zuerst die Basen an Position +1 und +2 
mutiert (Abbildung 33).  
Abbildung 33| Das GU am Intronanfang ist essentiell für die Spleißreaktion 
(A+B) Die RT-PCR zeigt, dass bei allen vier Mutationen (Positionen +1 und +2) hauptsächlich prä-mRNA detektiert wurde. 
M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA 
sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung 
der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´ SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben 
hervorgehoben; , Pseudouridin; |, Watson-Crick Basenpaarung; ϕ, A- Paarung; *,markiert die Position des zu 
erwartenden mRNA Fragments 
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Bei dem Allel res1´-1 wurde die Base an Position +1 in ein Cytosin verändert, so dass keine 
Basenpaarung mit dem gegenüberliegenden Cytosin der snRNA mehr möglich ist (Abbildung 
33A). Die RT-PCR zeigt, dass schon ohne Inhibition der Kinase ausschließlich prä-mRNA 
detektiert wird, was bedeutet, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird. Wird das Uracil an 
Position +2 mutiert, zeigt sich das gleiche Bild. Es wird zu allen untersuchten Zeitpunkten 
ausschließlich prä-mRNA detektiert.  
Um auszuschließen, dass die Introns res1´-1 und res1´-2 nicht mehr gespleißt werden, weil es 
zu wenig Basenpaarungen innerhalb der 5´-SS gibt, wurden zusätzlich die Basen an Position 
+3 und +4 zu Adenin mutiert und damit die Komplementarität erhöht (Abbildung 33B). Trotz 
der zwei zusätzlichen Basenpaarungen in der Mitte der 5´-SS wird ohne und mit 
Inhibitorzugabe hauptsächlich prä-mRNA amplifiziert. Dadurch bestätigt sich, dass das GU am 
Intronanfang essentiell für die Erkennung des Introns oder die Spleißreaktion selbst ist. Die 
fehlende Interaktion dieser beiden Basen mit der snRNA kann nicht durch zusätzliche 
Basenpaarungen an anderer Stelle ausgeglichen werden. 
7.2.3 Eine zusätzliche Basenpaarung an Position +3 in der 5´-SS verwandelt res1´ in 
ein Prp4-unabhängiges Intron 
Die Positionen +3 und +4, die bei dem res1+ Intron keine Interaktionen mit der U1 snRNA 
eingehen können, sind sowohl einzeln als auch beide zusammen von Uracil zu Adenin mutiert 
worden (Abbildung 34). Dadurch wird eine Interaktion mit der U1 snRNA möglich.  
Abbildung 34| Eine Basenpaarung an Position +3 und/oder +4 erzeugt ein Prp4-unabhängiges Intron 
Bei allen drei Mutationen, die eine Interaktion an Position +3 und/oder +4 ermöglichen, zeigt die RT-PCR trotz Inhibiton 
der Kinase (+Inh.) hauptsächlich mRNA, M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; Rechts: 
schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA. Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung 
der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben 
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Werden die Mutationen res1´-5 und res1´-7 betrachtet liegt zu allen untersuchten Zeitpunkten 
ausschließlich mRNA vor. Das bedeutet, dass eine Erhöhung der Komplementarität zur snRNA 
durch die zusätzliche Basenpaarung an Position +3 tatsächlich dazu führt, dass res1´ 
unabhängig von der Aktivität der Kinase gespleißt wird. Dass es nicht nur die Erhöhung der 
Anzahl an Interaktionen mit der snRNA ist, die eine Spleißstelle verbessert, sondern 
unterschiedliche Positionen von unterschiedlicher Bedeutung sind, deutet die RT-PCR der 
Mutation res1´-6 an. Es wurde ebenfalls nur eine Base in der 5´-SS von Uracil zu Adenin 
mutiert, in diesem Fall die Base an Position +4. Dabei ist zu erkennen, dass ohne Inhibition der 
Kinase alle Transkripte vollständig gespleißt vorliegen, nach Inhibition allerdings ein sehr 
kleiner Teil von 10 bis 120 Min. nach Inhibition nicht mehr gespleißt wird. Das könnte 
bedeuten, dass die Interaktion zwischen A und  an dieser Stelle die Gesamt-Interaktion der 
beiden RNAs zwar verbessert, aber nicht in gleichem Maße stabilisiert, wie die Basenpaarung 
von U und A an Position +3. 
7.2.4 Mutationen in der 5´-SS von res1´-7 führen erneut zu Abhängigkeit von der Prp4 
Kinase 
Nachdem es gelungen ist das ursprünglich Prp4-abhängige Intron des res1´ Gens durch 
zusätzliche Basenpaarungen an Position +3 und/oder +4 der 5´-SS Prp4-unabhängig zu machen, 
soll jetzt untersucht werden, ob weitere Mutationen in der 5´-SS eine erneute 
Prp4-Abhängigkeit herbeiführen können.  
Als Ausgangskonstrukt dafür wurde die Mutation res1’-7 gewählt, die insgesamt acht 
komplementäre Interaktionen zwischen der U1 snRNA und Exon1/5´-SS zeigt (Abbildung 34). 
Die drei Allele res1´-8, res1´-9 und res1´-10, die in Abbildung 35 gezeigt sind, wurden an 
Position +5 mutiert, so dass sich die Komplementarität zur U1 snRNA verringert. An Position 
+5 befindet sich beim res1+, genau wie bei den meisten 5´-SS in S. pombe, ein Guanin. In den 
Prp4-abhängigen Introns allerdings ist an dieser Position seltener ein Guanin zu finden als bei 
den Prp4-unabhängigen (Abbildung 28, S.41). Diese Base wurde jeweils in eine der drei 
weiteren möglichen Basen mutiert. Alle drei Mutationen zeigen, dass ohne Inhibitorzugabe 
nahezu alle Transkripte gespleißt vorliegen, während von 10 bis 90 Min. nach Zugabe des 
Inhibitors prä-mRNA akkumuliert. Das bedeutet, dass eine Mutation an Position +5, die die 
Komplementarität zur snRNA verringert, das Spleißen des res1´ Transkripts erneut abhängig 
von der Aktivität der Prp4 Kinase macht.  
Wird allerdings die res1´-WT 5´-SS verwendet, die nur vier Basenpaarungen eingehen kann 
und in dieser wird das Guanin an Position +5 in ein Cytosin mutiert (Abbildung 35, res1´-11), 
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ist die Interaktion der RNAs zu gering. Es wird auch schon ohne Inhibition ausschließlich 
prä-mRNA detektiert, was zeigt, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird. 
 
Die in Abbildung 36 dargestellten Mutationen res1´-12 bis res1´-15 bilden die Serie der an 
Position +6 mutierten 5´-Spleißstellen. Bei den ersten drei Mutationen sind bis auf Position +6 
alle restlichen Basen der 5´-SS komplementär zur U1 snRNA. Es zeigt sich hier, dass die 
Position +6 keinen Einfluss auf die Spleißeffizienz ausübt, wenn die anderen fünf Basen der 
5´-SS komplementär sind. Es wird zu allen Zeitpunkten ausschließlich mRNA detektiert, was 
bedeutet, dass das Intron Prp4-unabhängig gespleißt wird. Bei der Mutation res1´-15, bei der 
wie beim res1´-WT die beiden Basenpaarungen an Position +3 und +4 fehlen, führt die Mutation 




Abbildung 35| Ist keine Basenpaarung an Position +5 möglich, wird aus res1´-7 erneut ein Prp4-abhängig gespleißtes 
Intron 
Fehlt die Basenpaarung an Position +5, wird das vorher Prp4-unabhängig gespleißte Transkript res1´-7 wieder zu einem 
Prp4-abhängig gespleißtem (res1´-8 bis res1´-10). Fehlt außerdem die Interaktion an Position +3 und +4 (res1´-11), führt 
die Mutation an Position +5 dazu, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird. M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion 
ohne RNA als Template; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA; Links: Größenangaben des 
Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS; Mutierte Basen sind dick 
gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; , Pseudouridin; |, Watson-Crick Basenpaarung; ϕ, A- Paarung; 
*,markiert die Position des mRNA Fragments 
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Insgesamt wird deutlich, dass genügend Basenpaarungen ausgebildet werden müssen, damit 
eine stabile Bindung der U1 snRNA mit der 5´-SS entsteht. Dabei scheinen nicht alle Positionen 
gleich bedeutend zu sein. Neben den unveränderlichen Positionen +1 und +2 spielen die 
Positionen +3 und +5 eine wichtigere Rolle, als +4 und +6. Ist eine 5´-SS an den Positionen +3 
und +4 oder an Position +5 nicht komplementär zur U1 snRNA verbessert die Prp4 Kinase die 
Spleißeffizienz (Abbildung 35).  
7.2.5 Der Exon-Intron-Übergang spielt eine entscheidende Rolle für die Spleißeffizienz 
Da die Interaktion der U1 snRNA auch in das Exon1 hineinreicht, wurde untersucht, ob die 
letzten drei Basen des Exon1 die Spleißeffizienz des Introns beeinflussen. Als 
Ausgangskonstrukt wurde auch hier res1´-7 (Abbildung 34, S. 47) gewählt, welches acht 
komplementäre Basen besitzt, wovon zwei im Exon1 liegen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 
37 dargestellt und so angeordnet, dass sich die Anzahl der komplementären Basen im Exon1 
nach unten hin verringert.  
Abbildung 36| Sind fünf Basenpaarungen in der 5´-SS vorhanden, hat die Position +6 keinen Einfluss  
Eine Basenpaarung an Position +6 ist nur notwendig, wenn nicht genügend Basenpaarungen mit der U1 snRNA bestehen, 
die die Bindung der RNAs stabilisieren. M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; Rechts: 
schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA; Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung 
der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben 
hervorgehoben; , Pseudouridin; |, Watson-Crick Basenpaarung; ϕ, A- Paarung; *,markiert die Position des zu 
erwartenden mRNA oder prä-mRNA Fragments 
II Ergebnisse 
 
51 | S e i t e  
 
 
Bei dem Allel res1´-16 (Abbildung 37) sind alle drei Positionen im Exon1 komplementär zur 
U1 snRNA, während es bei res1´-7 nur die Positionen -1 und -2 sind (Abbildung 34, S. 47). Es 
wurde zu allen Zeitpunkten ausschließlich mRNA detektiert woraus sich ergibt, dass keine Prp4 
Kinase benötigt wird. Wird nun erneut die Position -3 in ein Uracil mutiert (res1´-17, Abbildung 
37) kann sich eine Interaktion zwischen Guanin und Uracil ausbilden, die als Wobble-
Basenpaarung bezeichnet wird und im Vergleich zu einer Watson-Crick-Bindung eine 
veränderte Struktur einnimmt (Varani & McClain, 2000). Auch hier konnte bei der RT-PCR 
hauptsächlich mRNA detektiert werden, womit das Intron Prp4-unabhängig gespleißt wird. 
Wird die Basenpaarungen auf eine Base im Exon1 an Position -1 oder -2 verringert (res1´-18 
und res1´-19) kann nach Inhibition ein Hauch von prä-mRNA detektiert werden, während der 
größte Teil effizient gespleißt wird. Beim Allel res1´-20 wurden die Basen so verändert, dass 
Abbildung 37| Im Exon1 muss mindestens eine Watson-Crick-Basenpaarung vorliegen, damit das Intron 
Prp4-unabhängig gespleißt wird 
Die Anzahl der komplementären Basen im Exon1 verringert sich von oben nach unten. Liegt nur eine Wobble-Basenpaarung 
an -3 (res1´-20) oder keine Basenpaarung (res1´-21) im Exon1 vor, wird das Intron Prp4-abhängig gespleißt. M, 
Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie 
mRNA; Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und der 
Exon1/5´-SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; , Pseudouridin; |, 
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im Exon1 ausschließlich eine Wobble-Basenpaarung zwischen dem Uracil an Position -3 und 
dem Guanin der snRNA besteht. Diese Interaktion ist ausreichend, um ohne Inhibition der 
Kinase die prä-mRNA vollständig zu Spleißen. Wird die Prp4 Kinase inhibiert tritt von 10 bis 
90 Min. eine Akkumulation von prä-mRNA auf. Das bedeutet, dass eine G-U Bindung an 
Position -3 nicht ausreicht, um ohne die Aktivität der Kinase das Intron effizient zu Spleißen. 
Liegt keine Basenpaarung im Exon1 vor (res1´-21) entsteht auch hier ein Prp4-abhängiges 
Intron, das ohne die Aktivität der Kinase prä-mRNA akkumuliert.  
Die Ergebnisse zeigen, dass es bei einer aktiven Prp4 Kinase ausreichend ist, wenn die sechs 
im Intron liegenden Basen der 5´-SS eine Interaktion mit der U1 snRNA eingehen können um 
das Intron effizient herauszuspleißen. Wird allerdings die Kinase inhibiert, benötigt das Intron 
mindestens eine Watson-Crick-Basenpaarung im Exon1 an Position -1 oder -2, damit 
hauptsächlich mRNA vorliegt. Fehlt diese Interaktion, zeigt sich nach Inhibition der Kinase 
eine deutliche Akkumulation von prä-mRNA.  
 Konstruktion des Reportergens ppk8´ 
Außer res1 wurde das Prp4-unabhängige Gen ppk8 als Reporter verwendet. Dabei wurde 
untersucht, ob es möglich ist ein ursprünglich Prp4-unabhängiges Intron durch Mutationen in 
der 5´-SS in ein Prp4-abhängiges Intron umzuwandeln.  
 
Das Gen ppk8 wurde zuerst über BamHI und MluI in den pUC19 Vektor kloniert und nach 
Mutagenese der 5´-SS in den pML81HA Vektor subkloniert (IV3.3.3, S. 88). Bei der 
Konstruktion wurde wie bei res1´ eine Leserasterverschiebung eingefügt, so dass kein 
funktionsfähiges Ppk8´-Protein gebildet werden kann. Abschließend wurde der 
Integrationsvektor pML81HA_ppk8´ mit BSIWI linearisiert und in den leu1-Lokus der Hefe 
integriert (Abbildung 38).  
 
Abbildung 38| Die Allele ppk8+ und ppk8´ sind beide in der Zelle vorhanden 
Schematische Darstellung der Gene ppk8+ und ppk8´ im Vergleich. Die Position der Primer, die für die RT-PCR verwendet 
wurden, sind durch Pfeile kennzeichnet. Die HindIII Schnittstelle wird für die Unterscheidung zwischen beiden Transkripten 
während der RT-PCR benötigt.  
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 ppk8´, ein Reportergen, das ein Prp4-unabhängiges Intron besitzt 
Bein Betrachtung der 5´-SS des ppk8+ Gens zeigt sich, dass ppk8+ sieben von neun möglichen 
Interaktionen mit der U1 snRNA eingehen kann (Abbildung 39).  
 
Zwei der Interaktionen liegen im Exon1, wobei die Interaktion an Position -3 zwischen einem 
Guanin und einem Uracil eine Wobble-Basenpaarung ist. Die restlichen fünf Interaktionen 
befinden sich im Intron, wobei keine Basenpaarung an Position +4 mit dem Pseudouridin 
vorliegt.  
7.4.1 Das Spleißverhalten des ppk8´-WT Transkripts entspricht dem des ppk8+ 
Wie beim res1-Konstrukt wurde zuerst untersucht, ob die Spleißeffizienz des zusätzlich in den 
leu1-Lokus integrierten ppk8´-WT Transkripts der des ppk8+-Transkripts entspricht.  
 
Abbildung 39| Interaktion der U1 snRNA mit der 5´-SS von ppk8+ 
Schematische Darstellung der Interaktion der U1 snRNA mit der 5´-SS und dem Exon1. In blau unterlegt ist ein vergrößerter 
Ausschnitt der 5´-SS, sowie die letzten 3 Basen des Exon1. Dabei angegeben ist die zukünftig verwendete Nummerierung 
der einzelnen Basen. 
Abbildung 40| Bei ppk8+ und ppk8´-WT wird in der RT-PCR-Analyse nur mRNA detektiert 
Beide Transkripte, ppk8+ und ppk8´-WT, zeigen ohne (-Inh.) und mit Inhibitorzugabe (+Inh.) ausschließlich mRNA. M, 
Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; * markiert die Größe der prä-mRNA; Rechts: schematische 
Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA mit den zu erwartenden Fragmentgrößen. Links: Größenangaben des Standards 
und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS. |, Watson-Crick Basenpaarung; +; G-U 
Basenpaarung; , Pseudouridin  
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Dazu wurden die Primer so gewählt, dass bei der RT-PCR ausschließlich eines der beiden Gene 
betrachtet werden kann. Für prä-mRNA entsteht dabei ein Fragment von 330 bp und für mRNA 
liegt die Größe bei 213 bp (Abbildung 40).  
Werden die in Abbildung 40 dargestellten Spleißmuster von ppk8+ und ppk8´-WT verglichen 
ist zu erkennen, dass zu allen Zeitpunkten ausschließlich mRNA detektiert wurde und beide 
damit ein von der Prp4 Kinase unabhängiges Spleißen zeigen. Damit verhält sich ppk8´ im 
leu1-Lokus, wie ppk8+ im Wildtyp-Lokus und kann damit als Reportergen verwendet werden. 
7.4.2 Bei Verringerung der Komplementarität zur U1 snRNA verschlechtert sich die 
Spleißeffizienz  
Wie sich schon beim res1´ gezeigt hat, ist die Base an Position +1 der 5´-SS, ein Guanin, von 
besonderer Bedeutung für das Spleißen des Introns. Wird diese in ein Cytosin  mutiert 
(Abbildung 41, ppk8´-1) ist bei der RT-PCR zu erkennen, dass zu allen Zeitpunkten 
ausschließlich prä-mRNA detektiert werden kann, was bedeutet, dass das Intron nicht mehr 
gespleißt wird.  
 
Wird die Position +5 von einem Guanin zu einem Cytosin mutiert (Abbildung 41, ppk8´-2), 
kann an dieser Stelle keine Interaktion mit der snRNA stattfinden. Das führt dazu, dass 
ausschließlich prä-mRNA amplifiziert und das Intron nicht mehr gespleißt wird. Wird die 
Position +6 (ppk8´-3) an der sich ein Uracil befindet in ein Adenin mutiert, wird aus dem 
Abbildung 41| Wird ppk8´ an den Positionen +1 und +5 mutiert, wird das Intron auch ohne Inhibition der Kinase 
nicht mehr gespeißt 
Eine Mutation an Position +6 dagegen führt zu Prp4-Abhängigkeit. M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA 
als Template; * markiert die Größe der mRNA; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA. Links: 
Größenangaben des Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´ SS. Mutierte 
Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; |, Watson-Crick Basenpaarung; +; G-U 
Basenpaarung; , Pseudouridin  
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vormals Prp4-unabhängigen Intron ein Prp4-abhängiges Intron. Ohne Inhibitorzugabe wird nur 
mRNA detektiert. Nach Zugabe des Inhibitors ist eine Akkumulation von prä-mRNA sichtbar.  
Im Folgenden wurden die Positionen +3 und +4 mutiert (Abbildung 42). Bei ppk8´-4 wurde die 
Interaktion an Position +3 aufgehoben und eine neue an +4, gegenüber dem Pseudouridin, 
geschaffen. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die Spleißeffizienz verschlechtert. Auch ohne 
Inhibitorzugabe kann eine kleine Menge prä-mRNA detektiert werden. Nach Zugabe des 
Inhibitors ist von 10 bis 90 Min. eine deutliche Akkumulation von prä-mRNA und ein 
Verschwinden der mRNA zu erkennen. Dies zeigt, dass der Wechsel einer 
Wasserstoffbrückenbindung von Position +3 zu Position +4 zu einem Prp4-abhängigen Intron 
führt. Damit wird erneut deutlich, dass nicht nur die Anzahl sondern auch die Position der 
Interaktionen eine Rolle spielt. Die Basenpaarung von U und A an Position +3 besitzt eine 
größere Bedeutung für die Spleißeffizienz, als die Interaktion von A und  an Position +4.  
 
Wird ausschließlich die Position +3 mutiert, ppk8´-5, so dass keine Basenpaarung an +3 und 
+4 stattfindet, ist in der RT-PCR zu allen untersuchten Zeitpunkten nur prä-mRNA zu sehen. 
Die verbliebenen Interaktionen mit der snRNA reichen nicht aus, um das Intron zu spleißen.  
Obwohl die 5´-SS von ppk8´-5 der des res1+-Introns entspricht (Abbildung 32, S. 45), welches 
Prp4-abhängig gespleißt wird, hat sich gezeigt, dass das Intron ppk8´-5 nicht mehr gespleißt 
Abbildung 42| Die Erkennung einer schwachen 5´-SS wird durch zusätzliche Basenpaarungen im Exon1 verbessert 
Wird die Basenpaarung an +3 entfernt und an +4 ermöglicht (res1´-4), wird das Intron Prp4-abhängig gespleißt. Kann keine 
Basenpaarung an +3 und +4 stattfinden (res1´-5), wird zu allen Zeitpunkten prä-mRNA detektiert. Erhöht man die 
Komplementarität im Exon werden fehlende Basenpaarungen an +3 und +4 ausgeglichen (res1´-6); M, Größenstandard; 
H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; * markiert die Größe der mRNA; Rechts: schematische Darstellung von 
prä-mRNA sowie mRNA. Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 
snRNA und Exon1/5- SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; |, Watson-
Crick Basenpaarung; +; G-U Basenpaarung; , Pseudouridin; ϕ, -A Paarung 
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wird. Der Grund für dieses unterschiedliche Spleißverhalten könnte damit im Bereich des 
Exon1 liegen. Bei res1+ gibt es zwei aufeinander folgenden Basenpaarungen an den Positionen 
-1 und -2, während ppk8+ nur eine an Position -1 und eine Wobble-Basenpaarung von G und U 
an Position -3 besitzt. Um zu überprüfen, ob der Exon1 Bereich von res1+ die Erkennung des 
Introns verbessert, wurde beim Allel ppk8´-6 sowohl die letzten drei Basen des Exon1, als auch 
die Sequenz der 5´-SS von res1+ übernommen. Werden nun ppk8´-6 und res1+ verglichen 
(Abbildung 42 und Abbildung 32) zeigt sich ein identisches Spleißverhalten. Ohne 
Inhibitorzugabe wird bei beiden hauptsächlich mRNA detektiert, während von 10 bis 90 Min. 
prä-mRNA akkumuliert.  
Bei Betrachtung alle Ergebnisse, die mit ppk8´ gemacht wurden, zeigt sich auch hier, dass 
Basenpaarungen an den Positionen +3 und +5 eine größere Bedeutung für die Erkennung des 
Introns haben, als Basenpaarungen an den Positionen +4 und +6. Weiterhin wird deutlich 
welche wichtige Rolle die Interaktionen im Exon1 spielen. Während bei res1´-WT mit zwei 
Basenpaarungen im Exon1 vier Interaktionen im Intron ausreichen, um das Intron zu erkennen, 
müssen bei ppk8´, das im Exon1 eine Watson-Crick-Basenpaarung und eine 
Wobble-Basenpaarung besitzt, mindestens fünf Interaktionen vorliegen.  
7.4.3 Mindestens eine Basenpaarung an Position -1 oder -2 im Exon1 ist erforderlich, 
damit ppk8´ Prp4-unabhängig gespleißt wird 
Anhand von res1´ wurde schon gezeigt, dass bei einer vollständig komplementären 5´-SS 
mindestens eine Basenpaarung im Exon1 Bereich vorliegen muss, damit eine stabile Bindung 
mit der snRNA U1 entsteht und das Intron Prp4-unabhängig gespleißt wird. Bei ppk8´ soll jetzt 
untersucht werden, wie sich die Position der einzelnen Basenpaarung im Exon1 auf die 
Spleißeffizienz auswirkt. Dazu wurden drei Konstrukte hergestellt, ppk8´-7, ppk8´-8 und 
ppk8´-9, die jeweils eine Interaktion im Exon1 eingehen können, sowie ppk8´-10, das keine 
komplementären Basen im Exon1 besitzt (Abbildung 43).  
Bei Betrachtung der RT-PCR Ergebnisse (Abbildung 43) zeigt sich, dass mit der ppk8+ 5´-SS 
eine Basenpaarung an den Positionen -1 oder -2 ausreicht, um das Intron weiterhin 
Prp4-unabhängig zu Spleißen. Befindet sich die einzelne Basenpaarung aber an Position -3 des 
Exon1 (ppk8´-9) ist ohne Inhibition der Kinase ausschließlich mRNA zu finden, während sich 
mit Inhibitorzugabe nach 10 Min. die mRNA verringert und prä-mRNA akkumuliert. Das 
gleiche Ergebnis zeigt sich bei dem Allel ppk8´-10, bei dem keine Basenpaarung im Exon1 
besteht. Auch hier wird aus dem ursprünglich Prp4-unabhängigen ppk8+ ein Prp4-abhängiges 
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Intron. Dadurch bestätigt sich, dass mindestens eine Interaktion an den Positionen -1 und -2 im 
Exon1 vorhanden sein muss, damit das Intron Prp4 unabhängig gespleißt wird.  
 
 Eine starke Exon1/5´-SS kompensiert Mutationen in der BS von res1´  
Bisher wurde ausschließlich das 5´-Ende des Introns betrachtet. Deswegen soll jetzt untersucht 
werden, welchen Einfluss die BS auf die Spleißeffizienz hat. Die BS interagiert während des 
Spleißens mit der snRNA des U2 Partikels (Parker et al, 1987; Wu & Manley, 1989). Diese 
Interaktion unterscheidet sich von der Basenpaarung zwischen dem Transkript und der U1 
snRNA, da hier nur 4 Basen miteinander in Kontakt treten. Außerdem führt diese Basenpaarung 
dazu, dass das Adenin an Position 4 ausgestülpt wird (Abbildung 44) (Query et al, 1994). Bei 
Betrachtung der BS von res1, zeigt sich, dass res1 die 4 möglichen Basenpaarungen mit der U2 
snRNA eingehen kann. In S. pombe sind 13 verschiedene BS annotiert, wobei diejenige, die bei 
res1 zu finden ist, am Häufigsten auftritt (Wood et al, 2012).  
Abbildung 43| Eine Basenpaarung an den Positionen -1 oder -2 von ppk8´ ist erforderlich, um Prp4-unabhängig 
gespleißt zu werden. 
Besteht eine Basenpaarung im Exon1 an den Positionen -1 oder -2 (ppk8´-7 und ppk8´-8) wird zu allen Zeitpunkten 
hauptsächlich mRNA detektiert. Kann nur an Position -3 eine Interaktion stattfinden (ppk8´-9) oder liegt keine Basenpaarung  
im Exon1 vor  (ppk8´-10), ist ohne Inhibitorzugabe (-Inh.) nur mRNA vorhanden, während nach Inhibitorzugabe (+Inh.) 
prä-mRNA akkumuliert. M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; * markiert die Größe der 
prä-mRNA; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA. Links: Größenangaben des Standards und 
schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA und Exon1/5´-SS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und 
mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; |, Watson-Crick Basenpaarung; , Pseudouridin;  
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Im Reportergen res1´ wurden insgesamt fünf Mutationen in der BS gesetzt, die mit Buchstaben 
bezeichnet wurden (Abbildung 45 und Abbildung 46). Die einzelnen Mutationen in der BS 
wurden sowohl mit der Wildtyp res1´ Exon1/5´-SS (AAG|GUUUGU) als auch mit der res1´-7 
Exon1/5´-SS (AAG|GUAAGU) kombiniert. Während beim res1+ nur sechs von neun 
Basenpaarungen mit der U1 snRNA vorliegen, besitzt die res1´-7 Exon1/5´-SS acht von neun 
möglichen Interaktionen. Die RT-PCR Ergebnisse der Kombinationen beider Exon1/5´-SS mit 
der BS sind jeweils im Vergleich dargestellt (Abbildung 45 und Abbildung 46).  
Die ersten beiden Mutationen betreffen den BP und das angrenzende Adenin an Position 3 
(Abbildung 45). Dabei wurde zuerst das Adenin des BPs in ein Uracil mutiert. Sowohl mit der 
res1+ Exon1/5´-SS als auch mit der res1´-7 Exon1/ 5´-SS wird ohne und mit Inhibitorzugabe 
hauptsächlich prä-mRNA detektiert, was bedeutet, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird.  
Bei Mutation res1´-B wurde das Adenin neben dem BP in ein Uracil mutiert, so dass nur noch 
drei Interaktionen mit der U2 snRNA stattfinden können. Besitzt das Transkript die res1+ 
Exon1/5´-SS verschlechtert sich die Spleißeffizienz schon ohne Inhibition der Kinase. Nach 
Inhibitorzugabe akkumuliert die prä-mRNA vollständig, bis nach 180 Min. wieder mRNA 
detektiert werden kann. Wird dagegen die gleiche Mutation beim Allel res1´-7B betrachtet, 
welches die Exon1/ 5´-SS mit acht komplementären Basen hat, wird ohne Inhibition der Kinase 
der größte Teil des Transkripts gespleißt. Nach Inhibition der Kinase kommt es zu einer 
Akkumulation von prä-mRNA von 10 bis 90 Min. Nach 120 Min. ändert sich die 
Spleißeffizienz und mehr mRNA wird gebildet. Das bedeutet, wenn Position 3 keine Interaktion 
Abbildung 44| Interaktion der U2 snRNA mit der res1 BS  
Schematische Darstellung der Interaktion der U2 snRNA mit der BS des res1-Introns. Die konservierten Basen des BP und 
der 3´-SS sind farblich hervorgehoben. Dabei angegeben ist die zukünftig verwendete Nummerierung der einzelnen Basen. 
|, Watson-Crick-Paarung; , Pseudouridin, ϕ, A- Paarung. 
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mit der U2 snRNA eingehen kann, wird das vorher Prp4-unabhängige Intron erneut 
Prp4-abhängig gespleißt.  
 
Jetzt wurden die Basen an Position 1, 2 und 5 der res1´ BS jeweils in ein Guanin mutiert 
(Abbildung 46). Im Allel res1´-C wurde das Cytosin an Position 1 mutiert, was dazu führt, dass 
hauptsächlich prä-mRNA vorliegt und das Intron schon ohne Inhibition der Kinase nicht mehr 
effizient gespleißt wird. Wird die gleiche Mutation in Kombination mit der res1´-7 
Exon1/5´-SS gesetzt, wird das Transkript ohne Inhibition der Kinase vollständig gespleißt. 
Nach Inhibition der Kinase akkumuliert eine geringe Menge an prä-mRNA. Dadurch zeigt sich, 
dass die Spleißeffizienz trotz Mutationen in der BS, die die Bindung der U2 snRNA 
verschlechtern, durch eine starke Exon1/5´-SS wesentlich verbessert werden kann. 
Wird die Base an Position 2 mutiert (Abbildung 46, res1´-D und res1´-7D), die in allen 
S. pombe Sequenzen ein Uracil ist, zeigt sich in Kombination mit den beiden untersuchten 
Abbildung 45| Mutationen in der BS an Position 3 können durch eine starke Exon1/5´-SS ausgeglichen werden 
Wird der BP mutiert, kann mit beiden Exon1/5´-SS hauptsächlich prä-mRNA detektiert werden (res1´-A und res1´-7A). Wird 
Position +3 mutiert und mit der starken Exon1/5´-SS kombiniert, wird das Intron Prp4-abhängig gespleißt (res1´-7B) M, 
Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; * markiert die Größe der mRNA; Rechts: schematische 
Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA. Links: Größenangaben des Standards und schematische Darstellung der 
Basenpaarung der U1 snRNA mit der Exon1/5´-SS, sowie der U2 snRNA mit der BS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, 
rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; Die Positionsnummern der einzelnen Basen sind angegeben; |, Watson-Crick 
Basenpaarung; , Pseudouridin 
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Exon1/5´-Spleißstellen das gleiche Ergebnis. Selbst ohne Inhibition der Kinase wird 
ausschließlich prä-mRNA detektiert und das Intron damit nicht mehr gespleißt.  
Wird die letzte Base an Position 5 der BS von einem Cytosin in ein Guanin verändert 
(Abbildung 46, res1´-E), kann bei der RT-PCR zu allen untersuchten Zeitpunkten hauptsächlich 
prä-mRNA detektiert werden. Das bedeutet, dass in Kombination mit einer schwachen 
Exon1/5´-SS das Intron nicht mehr gespleißt wird. Besitzt das Transkript jedoch die starke 
res1´-7 Exon1/5´-SS, wird es ohne Inhibition der Kinase vollständig gespleißt und auch nach 
Inhibition akkumuliert nur eine geringe Menge von prä-mRNA (Abbildung 46, res1´-7E). Dies 
zeigt erneut, dass eine starke Exon1/5´-SS, die in acht Basen komplementär zur U1 snRNA ist, 
Mutationen in der BS ausgleichen kann.  
 
Abbildung 46| Mutationen an Position 1 und 5 der BS können durch eine starke Exon1/ 5´-SS kompensiert werden. 
Eine Mutation an Position 2 führt mit beiden Exon1/5´-SS dazu, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird (res1´-D und 
res1´-7D). Werden die Positionen 1 und 5 mutiert und eine starke Eon1/5´-SS liegt vor, wird das Intron Prp4-unabhängig 
gespleißt (res1´-7C und res1´-7E). M, Größenstandard; H2O, Kontrollreaktion ohne RNA als Template; * markiert die Größe 
der mRNA oder prä-mRNA; Rechts: schematische Darstellung von prä-mRNA sowie mRNA. Links: Größenangaben des 
Standards und schematische Darstellung der Basenpaarung der U1 snRNA mit der Exon1/5´-SS, sowie der U2 snRNA mit 
der BS; Mutierte Basen sind dick gedruckt, rot und mit kleinen Buchstaben hervorgehoben; Die Positionsnummern der 
einzelnen Basen sind angegeben; |, Watson-Crick Basenpaarung; , Pseudouridin; 
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III Diskussion 
Was genau die Rolle der Kinase, bei der Entfernung von Introns ist, ist bis heute unbekannt. 
Um die Funktion von Prp4 zu untersuchen, wurde eine analog-sensitive Kinase konstruiert, die 
sich durch einen ATP-analogen Inhibitor chemisch inhibieren lässt. Semi-quantitative RT-PCR 
Analysen und eine RNA-Sequenzierung haben gezeigt, dass die Inhibition der Prp4as2 Kinase 
nur bei einem Teil der Introns zu einer Akkumulation von prä-mRNA führt, während der andere 
Teil der Introns weiterhin effizient gespleißt wird. Es gibt keine Anhäufung von bestimmten 
Genfunktionsgruppen (GO) in einer der beiden Intronklassen. Und auch in der Introngröße sind 
keine Unterschiede erkennbar. Geringfügige Unterschiede zeigen sich ausschließlich beim 
Vergleich der Sequenz der Spleißstellen. Die anschließende Mutationsanalyse von 
Exon1/5´-SS und BS zeigt bei zwei verschiedenen Reportergenen eindeutig, dass die Aktivität 
der Prp4 Kinase benötigt wird, um die Introns zu spleißen, die schwache Spleißstellen besitzen.  
1 Die Evolution spleißosomaler Introns 
Zunächst stellt sich die Frage: Was sind schwache Spleißstellen und wie sind diese entstanden? 
Nachdem entdeckt wurde, dass Gene durch Introns unterbrochen sind, bildeten sich zwei 
verschiedene Hypothesen bezüglich der Entstehung von Introns. Diese wurden als introns-early 
und introns-late Hypothese bezeichnet. Gilbert (1987), der die introns-early Hypothese 
formuliert hat, ging davon aus, dass alle Introns sehr früh entstanden sind. Nach dieser Theorie 
soll ursprünglich sowohl das Genom von Eukaryoten als auch von Archaeen und Prokaryoten 
aus eigenständigen Exonkassetten bestanden haben, die durch Intronsequenzen voneinander 
abgegrenzt wurden. Da Prokaryoten und Archaeen heute entweder keine Introns oder nur 
wenige nicht-spleißosomale Introns besitzen, gehen die Unterstützer der introns-early 
Hypothese davon aus, dass in diesen beiden Reichen sowohl die spleißosomalen Introns als 
auch spleißosomale Komponenten im Lauf der Evolution verschwunden sind (Penny et al, 
2009). Die introns-late Hypothese dagegen besagt, dass ausschließlich Eukaryoten Introns 
besitzen und diese zu verschiedenen Zeitpunkten der Evolution entstanden sind (Cavalier-
Smith, 1985; Cavalier-Smith, 1987; Logsdon et al, 1995). Die aktuelle Sichtweise vereint 
Aspekte aus beiden Hypothesen und kann als many introns early in eukaryotic evolution 
bezeichnet werden (Rogozin et al, 2012). Demnach tauchen spleißosomale Introns zusammen 
mit der Entstehung von Eukaryoten auf und könnten von selbst-spleißenden Gruppe-II-Introns 
abstammen, die es schon in frühen Phasen des Lebens gab (Cech, 1986; Lambowitz & 
Zimmerly, 2011). Während der Endosymbiose könnten diese selbst-spleißenden 
Gruppe-II-Introns durch ein Mitochondrium in die eukaryotische Zelle gelangt sein (Cavalier-
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Smith, 1991; Ku et al, 2015). Dort sind sie verblieben und haben sich vermehrt, was dazu 
geführt hat, dass auch heute mehr intronreiche als intronarme Organismen bekannt sind 
(Koonin, 2009). Bei den Organismen, die heute wenige Introns besitzen, wie z. B. Hefen, 
Insekten und Amöben, hat vermutlich irgendwann ein massiver Verlust von Introns 
stattgefunden (Rogozin et al, 2012). In diesen intronarmen Organismen haben bis heute 
insbesondere die Introns mit stark konservierten Spleißstellen überdauert. In dieser Arbeit ist 
S. cerevisiae als Beispiel für einen intronarmen Organismus beschrieben. Die 5´-Spleißstellen 
und die BS der Bäckerhefe werden zu den starken Spleißstellen gezählt. Sie weichen meist nur 
in einer Base von der Konsensussequenz ab und sind damit komplementär zur U1 und U2 
snRNA (Abbildung 5, S. 10) (Bon et al, 2003). Die meisten Organismen heute sind intronreich, 
wie S. pombe und H. sapiens, und besitzen wenig konservierte und damit schwache 
Spleißstellen. Diese unterscheiden sich größtenteils in einer oder mehreren Basen von der 
Konsensussequenz und sind dadurch nicht vollständig komplementär zu den snRNAs. Dadurch, 
dass die Gruppe der Organismen überwiegt, die intronreich sind und schwache Spleißstellen 
besitzen, wird heute davon ausgegangen, dass schon der eukaryotische Vorfahr intronreich war 
und schwache Spleißstellen besaß (Irimia et al, 2007; Irimia & Roy, 2008; Rogozin et al, 2012; 
Rogozin et al, 2003). 
Welche Konsequenz ergibt sich daraus für die Zelle? Bei der großen Anzahl von Introns mit 
stark variierenden Spleißstellen ist es sehr wahrscheinlich, dass Fehler im Spleißprozess 
auftreten können. Untersuchungen durch RNA-Sequenzierung zeigen aber, dass das 
Spleißosom sowohl im Menschen als auch in S. pombe Introns mit einer hohen Genauigkeit 
erkennt und nur eine geringe Fehlerrate auftritt (Bitton et al, 2015; Pickrell et al, 2010). Das 
deutet darauf hin, dass die Zelle Mechanismen entwickelt hat, die dem Spleißosom die 
Flexibilität geben sich auf verschiedene Transkripte mit variierenden Spleißstellen einzustellen. 
Wie das Spleißosom das bewerkstelligt, konnte bisher nicht beantwortet werden. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass die Prp4 Kinase Teil eines Mechanismus ist, 
der die Erkennung von Introns verbessert, die schwache Spleißstellen besitzen.  
 
2 Die Aktivität der Prp4 Kinase wird benötigt, um die Basenpaarung der U1 
snRNA mit der Exon1/5´-SS zu stabilisieren 
Die Bindung des U1 snRNPs an die Exon1/5´-SS ist der erste Schritt der Intronerkennung und 
hängt von verschiedenen Faktoren ab. (1) Der wahrscheinlich wichtigste Faktor ist die Stabilität 
der Bindung von U1 snRNA und Exon1/5´-SS durch komplementäre Basenpaarung zur 
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Festlegung des Intronanfangs (Roca et al, 2013; Roca et al, 2005; Séraphin et al, 1988; Zhuang 
& Weiner, 1986). (2) Diese Bindung wird zusätzlich durch das U1 Protein hsU1-C (spUsp103/ 
scYhc1) stabilisiert, welches über Wasserstoffbrückenbindungen und elektrostatische 
Wechselwirkungen im Bereich -2 bis +3 der Exon1/5´-SS an die RNA-Doppelhelix bindet 
(Kondo et al, 2015; Pomeranz Krummel et al, 2009). (3) Auch die SR-Proteine spielen bei der 
Erkennung von Introns eine Rolle. Sie können an die prä-mRNA binden und abhängig von der 
Position der Bindung die Erkennung des Introns verbessern oder verschlechtern (Erkelenz et 
al, 2013; Kanopka et al, 1996; Shen & Mattox, 2012). Verschiedene Untersuchungen in 
HeLa-Zellen zeigen sogar, dass in vitro die Spleißreaktion einiger Transkripte durch Zugabe 
von SR-Proteinen wieder hergestellt werden kann, wenn der U1 snRNP abgebaut oder die U1 
snRNA durch Zugabe komplementärer Oligonukleotide blockiert wird (Crispino et al, 1994; 
Tarn & Steitz, 1994). Und obwohl diese kurze Übersicht zeigt, dass ein Zusammenspiel vieler 
Faktoren bei der Auswahl der Exon1/5´-SS von Bedeutung ist, wird in dieser Arbeit bestätigt, 
dass die Komplementarität der U1 snRNA zur Exon1/5´-SS in S. pombe für die 
Intronerkennung entscheidend ist.  
Eine Exon1/5´-SS besteht in S. pombe aus neun Basen wovon 3 im Exon1 (Position -3 bis -1) 
und sechs im Intron (Position +1 bis +6) liegen (Abbildung 5, S. 10). Die Basen, die beim 
Vergleich aller S. pombe Introns am häufigsten an den einzelnen Positionen auftreten, bilden 
die Konsensussequenz. Diese entspricht in S. pombe der Sequenz AAG/GUAAGU und ist von 
Position -2 bis +6 komplementär zur U1 snRNA (Abbildung 5, S. 10). Damit ein Intron als 
Intron erkannt und gespleißt werden kann, müssen sich genügend Basenpaare ausbilden, so dass 
eine stabile Bindung von prä-mRNA und snRNA entsteht. Wie viele und welche 
Basenpaarungen notwendig sind, damit das Spleißosom bei einer inaktiven Prp4 Kinase eine 
Spleißstelle noch erkennt und spleißt, wurde in dieser Arbeit untersucht.  
Die in der Exon1/5´-SS am stärksten konservierten Basen, sind das Guanin an Position +1 und 
das Uracil an Position +2. Werden diese beiden Basen mutiert, wird in vitro und in vivo das 
Intron nicht mehr gespleißt, was sich dadurch zeigt, dass prä-mRNA akkumuliert (Aebi et al, 
1986; Lund & Kjems, 2002). Daher wurden in dieser Arbeit als Kontrolle die beiden ersten 
Basen einzeln mutiert (Abbildung 33, S. 46, res1´-1 bis res1´-4 und Abbildung 41, S. 54, 
ppk8´-1). Das führt dazu, dass das Intron nicht mehr gespleißt wird und ohne und mit Inhibition 
der Kinase ausschließlich prä-mRNA detektiert werden kann.  
Die Base an Position +3 ist in 92 % der S. pombe Introns ein Adenin, während an Position +4 
Adenin zwar am Häufigsten auftritt, aber nur in 50 % der Introns zu finden ist. Bei res1+ und 
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res1´-WT (Abbildung 32, S. 45) ist an diesen beiden Positionen keine Basenpaarung mit der U1 
snRNA möglich, womit sich hier die Anzahl der Basenpaarungen auf sechs reduziert. Das führt 
dazu, dass das Intron die Prp4 Kinase Aktivität benötigt, um gespleißt zu werden. Werden die 
beiden Basen einzeln mutiert, so dass entweder eine Basenpaarung an Position +3 oder +4 
besteht, treten bei res1´-5 und res1´-6 insgesamt sieben Basenpaarungen auf (Abbildung 34, S. 
47). Diese zusätzlichen zwei Wasserstoffbrückenbindungen mit der U1 snRNA reichen aus, 
damit beide Introns unabhängig von der Kinase gespleißt werden. Auffällig dabei ist, dass 
res1´-6, welches die Basenpaarung an +4 besitzt, nach Inhibition der Kinase eine geringe 
Menge prä-mRNA akkumuliert, die bei res1´-5 nicht detektiert werden kann. Diese Tendenz 
wird am Beispiel des Reporter-Gens ppk8´ noch eindeutiger. Liegt eine Basenpaarung an +3 
vor (Abbildung 40, S. 53, ppk8´-WT) wird das Intron Prp4-unabhängig gespleißt. Besteht 
dagegen eine Basenpaarung an Position +4 (Abbildung 42, S. 55, ppk8´-4) wird das Intron 
Prp4-abhängig gespleißt. Obwohl in beiden Fällen zwei Wasserstoffbrückenbindungen 
ausgebildet werden können, an Position +3 zwischen U und A und an +4 zwischen  und A 
(Gu et al, 1996), hat die Bindung an Position +3 eine andere funktionelle Bedeutung. Da eine 
Bindung an der ein Pseudouridin beteiligt ist eine höhere thermische Stabilität hat, als eine 
Watson-Crick-Paarung, ist dieses Ergebnis überraschend (Kierzek et al, 2014). Möglicherweise 
verändert die Interaktion mit dem Pseudouridin die Helixstruktur an dieser Stelle und stabilisiert 
dadurch die Paarung der beiden RNAs nicht in gleichem Maße wie eine Basenpaarung an 
Position +3 (Davis, 1995; Hudson et al, 2013). 
An Position +5 befindet sich in 89 % der S. pombe Introns ein Guanin. Dieses kann drei 
Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Cytosin der U1 snRNA eingehen und trägt dadurch zur 
Stabilisierung der Bindung am 5´ Ende der U1 snRNA bei. Beim Vergleich der Sequenzlogos 
von Prp4-unahängigen mit Prp4-abhängigen Introns ist die Position +5 eine der Positionen, die 
in Prp4-unabhängigen Genen stärker konserviert ist (Abbildung 28, S. 41). In der 
Mutationsanalyse zeigt sich, dass ein Intron, bei dem kein Guanin an Position +5 vorliegt, nur 
dann gespleißt wird, wenn die Prp4 Kinase aktiv ist und an den restlichen Positionen (-2 bis +6) 
Basenpaare ausgebildet werden können (Abbildung 35, S. 49, res1´-8 bis res1´-10). Ist die Prp4 
Kinase nicht aktiv, akkumuliert hier prä-mRNA. Fehlen zusätzlich zu +5 die Basenpaarungen 
an den Positionen +3 und/oder +4, wird auch ohne Inhibition der Kinase nicht mehr gespleißt 
(Abbildung 35, S. 49, res1´-11 und Abbildung 41, S. 54, ppk8´-2).  
An Position +6 können alle Basen auftreten, wobei Uracil mit 33 % am Häufigsten vorkommt. 
Auch an Position +6 ist die Konservierung dieses Uracils in Introns höher, die unabhängig von 
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der Kinase gespleißt werden (Abbildung 28, S. 41). Die Mutationsanalyse zeigt allerdings, dass 
eine Basenpaarung an +6 nicht notwendig ist, wenn die Basen kontinuierlich von -2 bis +5 
komplementär zur U1 snRNA sind (Abbildung 36, S. 50, res1´-12 bis res1´-14). Selbst nach 
Inhibition der Kinase wird das Intron noch effizient gespleißt. Liegt dagegen keine 
Basenpaarung an Position +4 und +6 vor reicht die Stabilität nicht aus und das Intron benötigt 
die Aktivität der Kinase um gespleißt zu werden (Abbildung 41, S. 54, ppk8´-3). Ist weder an 
+3, +4 und +6 eine Basenpaarung möglich, akkumuliert prä-mRNA und das Intron wird nicht 
mehr gespleißt, auch wenn die Kinase aktiv ist (Abbildung 36, S. 50, res1´-15).  
Obwohl an der Basenpaarung der U1 snRNA mit der prä-mRNA auch die letzten drei Basen 
des Exon1 beteiligt sein können, sind diese in S. pombe, im Vergleich zu den sechs Basen der 
5´-SS, nicht konserviert und treten zufällig auf (Abbildung 5, S. 10). Deswegen ist es unklar, 
ob überhaupt und wenn ja, welche Basen zur Intronerkennung beitragen. Durch die 
verschiedenen Mutationen im Exon1 wird deutlich, dass bei einer aktiven Prp4 Kinase keine 
Interaktion im Exon1 mit der U1 snRNA benötigt wird, wenn im Intron fünf (Abbildung 43, 
S.57, ppk8´-10) oder sechs (Abbildung 37, S. 51, res1´-21) Basenpaarungen vorliegen. Wenn 
im Exon1 nur eine Basenpaarung an Position -1 (Abbildung 37, S. 51, res1´-19 und Abbildung 
43, S. 57, ppk8´-7) oder -2 (res1´-18 und ppk8´-8) besteht und mindestens fünf oder sechs 
Basenpaarungen in der 5’ SS vorhanden sind, ist das Intron Prp4-unabhängig. Nach Inhibition 
der Kinase verschlechtert sich die Spleißeffizienz hier nur geringfügig. Obwohl bisher vermutet 
wurde, dass die letzten drei Basen des Exon1 für die Basenpaarung mit der U1 snRNA 
notwendig sind, zeigen die nächsten Ergebnisse, dass die Base an Position -3 bei der 
Intronerkennung keine Rolle spielt. Die Reportergene, bei denen keine Basenpaarung im Exon1 
möglich ist (res1´-21 und ppk8´-10) werden Prp4-abhängig gespleißt. Das gleiche Ergebnis 
zeigt sich, wenn nur eine Basenpaarung an Position -3 im Exon1 besteht (res1´-20 und ppk8´-9). 
Auch hier wird das Intron Prp4-abhängig gespleißt. Das deutet darauf hin, dass eine 
Basenpaarung an Position -3  die Bindung der U1 snRNA nicht zusätzlich stabilisiert. Da die 
Base der U1 snRNA, die zur Position -3 komplementär ist, die letzte Base vor dem Stem-Loop I 
ist, ist es möglich, dass sie nicht mehr an der Bindung der beiden RNAs beteiligt ist (Abbildung 
5, S. 10) (Porter et al, 1990). Das zeigt, dass nur die Basenpaarungen von -2 bis +6 relevant 
sind. Sind nur vier Basenpaarungen innerhalb des Introns vorhanden (Abbildung 42, S. 55, 
ppk8´-5) reicht eine Basenpaarung an Position -1 und eine Wobble-Basenpaarung an -3 trotz 
aktiver Kinase nicht aus, um das Intron zu spleißen. Bestehen zu den vier Basenpaarungen im 
Intron noch zwei Basenpaarungen an -1 und -2 wird das Intron Prp4-abhängig gespleißt 
(Abbildung 32, S. 45, res1´-WT und Abbildung 42, S. 55, ppk8´-6). Das zeigt, dass 
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Basenpaarungen im Exon1 an den Positionen -1 und -2 wichtig sind und fehlende Basenpaarung 
mit der U1 snRNA in der 5’-SS ausgleichen können.  
Auch nachdem das res1+ Intron über die StuI-Restriktionsschnittstelle in das intronlose 
ura4-Gen kloniert wurde, zeigt sich, dass eine geringere Anzahl an Basenpaarungen im Exon1 
die Spleißeffizienz verschlechtern kann (Abbildung 29, S.42). Die Exon1/5´-SS des 
ura4-res1-Intron Konstrukts besitzt dadurch die Sequenz AGG/GUUUGU und damit eine 
komplementäre Base weniger im Exon1 an Position -2 als bei res1+ (AAG/GUUUGU). Dies 
führt dazu, dass das Intron im ura4-Lokus schon ohne Inhibition der Kinase nicht effizient 
gespleißt wird. Nach Inhibition der Kinase verschlechtert sich die Spleißeffizienz und 
prä-mRNA akkumuliert. Das bedeutet, dass das Intron weiterhin Prp4-abhängig gespleißt wird. 
Bei der Integration des Prp4-unabhängigen ade2-II-Introns (Abbildung 26A, S. 39) in den 
ura4-Lokus reduziert sich die Anzahl der Basenpaarung im Exon1 von drei (CAG/GUAUGU) 
auf eine an Position -1 (AGG/GUAUGU). Die RT-PCR Analyse zeigt, dass das Intron auch 
weiterhin Prp4-unabhängig gespleißt wird. Demnach reichen die fünf Basenpaare innerhalb des 
Introns und eine Basenpaarung an -1 aus, damit das Intron auch im ura4-Lokus 
Prp4-unabhängig gespleißt wird.  
Insgesamt zeigt die Mutationsanalyse deutlich, dass die Aktivität der Prp4 Kinase die Bindung 
der U1 snRNA an die Exon1/5-SS stabilisiert, wenn die Anzahl und Zusammensetzung der 
komplementären Basen alleine für eine stabile Bindung der U1 snRNA nicht ausreicht Dabei 
sind auch die Basen im Exon1 an den Positionen -1 und -2 von Bedeutung. Diese tragen zur 
Stabilität der Interaktion bei, insbesondere dann, wenn innerhalb des Introns wenig 
Komplementarität vorliegt. Außerdem ist zu erkennen, dass nicht alle Basenpaarungen die 
gleiche Bedeutung für die Stabilität der Bindung von U1 snRNA und Exon1/5´-SS haben. 
Neben den beiden unveränderlichen Basen an Position +1 und +2 im Intron scheinen die 
Positionen +3 und +5 von größerer Bedeutung zu sein, als eine Basenpaarung an +4 oder +6.  
 
3 Die Prp4 Kinase kontrolliert die Bindung des U1 und U2 snRNPs an der 
prä-mRNA  
Im Gegensatz zur Erkennung der Exon1/5´-SS wird die BS nicht im ersten Schritt durch eine 
RNA-RNA-Interaktion markiert. Während U1 an die Exon1/5´-SS assoziiert, erkennt und 
bindet das Protein Bpb1 (scMsl5/hsSF1) an die BS und ein Heterodimer, bestehend aus Prp2 
(scMud2/hsU2AF2) und Uaf2 (hsU2AF1), lagert sich an den Pyrimidin-Trakt und die 3´-SS an 
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(Berglund et al, 1998; Berglund et al, 1997; Wu et al, 1999). Damit das Protein Bpb1 
(scMsl5/hsSF1) stabil an die BS binden kann, wird es durch die Kinase spDsk1 
(scSky1/hsSRPK1/2/3) phosphoryliert (Lipp et al, 2015). Das BP Adenosin wird hier schon 
festgelegt und interagiert über Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Peptidrückgrat des 
Proteins Bpb1 (scMsl5/hsSF1) (Liu et al, 2001). Währenddessen bildet die U2 snRNA eine 
Haarnadelstruktur aus, die als BS-Loop bezeichnet wird. Die Basen, die Wasserstoffbrücken 
mit der BS ausbilden können, befinden sich in der ungepaarten Schleife des BS-Loops. Durch 
diese Struktur werden die Basen auf der Oberfläche präsentiert und ermöglichen eine erste 
schwache Bindung an die BS, die zur Verdrängung von Bpb1 (scMsl5/hsSF1) führt. Um die 
Bindung zu stabilisieren, verschwindet die Haarnadelstruktur, so dass sich jetzt eine U2 
snRNA-Intron-Doppelhelix bilden kann (Perriman & Ares, 2010). Die Konsensussequenz der 
BS entspricht in S. pombe der Basenfolge CUAAC und kann vier Basenpaarungen mit der U2 
snRNA eingehen (Abbildung 44, S. 58, Position 1-3 und 5). Gegenüber dem Adenin an Position 
3 der BS befindet sich dabei in der U2 snRNA ein Pseudouridin (Gu et al, 1996). Newby and 
Greenbaum (2002) haben in S. cerevisiae mittels NMR-Analyse die U2 snRNA-Intron-Helix 
untersucht und deren Struktur mit und ohne Pseudouridinylierung der U2 snRNA miteinander 
verglichen. Nur wenn sich dabei an dieser Stelle in der U2 snRNA ein Pseudouridin befindet, 
verändert sich die Orientierung des benachbarten ungepaarten BP-Adenosins, so dass es eine 
extra-helikale Konformation einnimmt und ausgestülpt wird (Abbildung 44, S. 58, Position 4 
der BS). Diese Konformationsänderung könnte den nukleophilen Angriff auf die 5´-Spleißstelle 
erleichtern und damit die erste Spleißreaktion auslösen.  
Da bisher gezeigt werden konnte, dass die Aktivität der Prp4 Kinase bei der Interaktion des U1 
snRNPs mit schwachen Exon1/5´-SS von Bedeutung ist, stellte sich die Frage, ob die Kinase 
auch die Bindung der U2 snRNA an die BS beeinflusst. Werden die Sequenzlogos von 
Prp4-unabhängigen Introns mit Prp4-abhängigen verglichen, sind die Unterschiede in der BS 
gering, aber dennoch vorhanden (Tabelle 21, S. 121, Tabelle 22, S. 122). Deshalb wurde die 
Spleißeffizienz des res1´ Gens überprüft, nachdem Mutationen in der BS eingefügt wurden, die 
die Komplementarität zur U2 snRNA verringern. Weiterhin wurde getestet, ob eine starke 
Exon1/5´-SS die Mutationen in der BS kompensieren kann und dadurch die Spleißeffizienz 
verbessert. Die Mutationen in der BS wurden dazu im Vergleich sowohl mit der res1´-WT 
Exon1/5´-SS (Abbildung 32, S. 45), einer schwachen Spleißstelle, als auch mit der res1´-7 
Exon1/5´-SS (Abbildung 34, S. 47), einer starken Spleißstelle, kombiniert. 
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Wird der BP, also das konservierte ungepaarte Adenin an Position 4 in ein Uracil mutiert, zeigt 
sich, dass das Intron, welches die schwache Exon1/5´-SS besitzt, unabhängig davon, ob die 
Kinase inhibiert ist oder nicht, nicht mehr gespleißt wird (Abbildung 45, S. 59, res1´-A). Liegt 
die starke Exon1/5´-SS vor, wird ohne Inhibition der Kinase und 180 Min. nach Inhibition eine 
geringe Menge Transkript gespleißt, während der größte Teil als prä-mRNA akkumuliert 
(res1´-7A). Ein ähnliches Ergebnis ergibt sich, wenn das zu 100 % konservierte Uracil an 
Position 2 in ein Guanin mutiert wird (Abbildung 46, S. 60, res1´-D und res1´-7D). Das Intron 
wird unabhängig von der Aktivität der Kinase und auch unabhängig davon, ob eine schwache 
oder starke Exon1/5´-SS vorliegt, nicht mehr gespleißt. Das zeigt, dass ein Uracil an Position 2 
ebenso essentiell für den Spleißprozess ist, wie das Adenin an Position 4, welches den BP bildet.  
Liegt eine schwache Exon1/5´-SS vor und das Adenin an Position 3 (Abbildung 45, S. 59, 
res1´-B), welches dem Pseudouridin der U2 snRNA gegenüber steht, wird mutiert, wird das 
Intron ohne Inhibition der Kinase und 180 Min. nach Inhibition sehr ineffizient gespleißt. Von 
10 bis 120 Min. nach Inhibition der Kinase wird nur prä-mRNA detektiert. Das gleiche Ergebnis 
zeigt sich, wenn das Reportergen die schwache Exon1/5´-SS besitzt und die Basen an Position 
1 und 5 der BS mutiert werden (Abbildung 46, S. 60, res1´-C und res1´-E). Das bedeutet, wenn 
beide, Exon1/5´-SS und BS, schwach ausgebildet sind, reicht die Stabilität beider Bindungen 
nicht aus, um das Intron effizient herauszuspleißen.  
Besitzt das Intron eine starke Exon1/5´-SS und die Position 3 der BS wird mutiert, führt das zu 
Prp4-Abhängigkeit (Abbildung 45, S. 59, res1´-7B). Damit wird zum ersten Mal deutlich, dass 
die Aktivität der Prp4 Kinase die Spleißeffizienz auch dann verbessert, wenn die BS mutiert 
ist. Dadurch wird klar, dass die Aktivität der Prp4 Kinase sowohl die Bindung der U1 snRNA 
an die Exon1/5´-SS stabilisiert, als auch die Bindung der U2 snRNA an die BS.  
Werden die beiden äußeren Basen der BS, das Cytosin an Position 1 oder an Position 5, in ein 
Guanin mutiert und verringert sich dadurch die Anzahl der komplementären Basen zur U2 
snRNA, werden die Reportergene, die eine starke Exon1/5´-SS besitzen Prp4-unabhängig 
gespleißt (Abbildung 46, S. 60, res1´-7C und res1´-7E). Die Spleißeffizienz verschlechtert sich 
nach Inhibition geringfügig, dennoch ist hauptsächlich mRNA zu finden.  
Hier zeigt sich zum einen, dass eine starke Exon1/5´-SS, im Vergleich zu einer schwachen 
Exon1/5´-SS, die Spleißeffizienz verbessern kann, wenn die BS mutiert ist. Das bedeutet, dass 
eine stabile Bindung der U1 snRNA am Intronanfang die Intronerkennung ermöglicht, auch 
wenn die BS nicht der Konsensussequenz entspricht. Zum anderen wird auch hier deutlich, dass 
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ähnlich wie bei der Basenpaarung von Exon1/5´-SS und U1 snRNA, nicht alle Basenpaarungen 
die gleiche Bedeutung für die Bindung der U2 snRNA haben. Neben den beiden 
unveränderlichen Basen, dem Adenin am BP an Position 4 und dem Uracil an Position 2, führt 
die Mutation von Position 3 zu Prp4-Abhängigkeit, während das Intron bei Mutationen an 
Position 1 und 5 Prp4-unabhängig gespleißt wird. Das zeigt, dass eine Bindung an Position 3 
eine größere Bedeutung für die Bindung der U2 snRNA hat, als Bindungen an den Positionen 
1 und 5.   
4 Prp1 und Srp2 könnten die Interaktion von Spleißosom und prä-mRNA 
stabilisieren  
Die Mutationsanalyse zeigt, dass die Aktivität der Kinase sowohl die Bindung der U1 snRNA 
an die Exon1/5´-SS stabilisiert als auch die Interaktion der U2 snRNA mit der BS beeinflusst. 
Da die Kinase nicht direkt am Spleißosom assoziiert ist, stellt sich die Frage wie die Kinase 
diese Aufgabe erfüllt? Bisher sind in S. pombe die beiden Proteine Prp1 (scPrp6/hsU5-102K) 
und Srp2 (hsSRSF4/5/6) als Substrate der Prp4 Kinase bekannt (Lützelberger & Käufer, 2012; 
Schwelnus et al, 2001). Was aber die Konsequenz der Phosphorylierung von Prp1 und Srp2 
durch die Kinase ist, ist zum jetzigen Zeitpunkt unklar und kann nur als hypothetisches Modell 
diskutiert werden.  
Das Substrat Prp1 (scPrp6/hsU5-102K) befindet sich direkt am Spleißosom und kann in 
S. pombe an einem tetra-snRNP und dem prä-katalytischen Spleißosom nachgewiesen werden 
(Carnahan et al, 2005; Lützelberger et al, 2010). Die RT-PCR Analyse mit dem 
temperatursensitiven Allel prp1-127ts deutet an, dass Prp1 auch bei der Erkennung von 
schwachen Spleißstellen involviert ist (Abbildung 24, S. 36). Dabei zeigt eine kleine Auswahl 
von Introns, dass bei der restriktiven Temperatur die Prp4-unabhängigen Introns rpl29, res2 
und cdc2 hauptsächlich mRNA zeigen, während die Prp4-abhängigen Introns res1 und tbp1-III, 
genau wie bei der chemischen Inhibition der Kinase, prä-mRNA akkumulieren. Eine mögliche 
Hypothese wäre, dass die Multi-Phosphorylierung im N-Terminus von Prp1 durch die Prp4 
Kinase dessen Konformation verändert (Abbildung 47, S. 70). Diese Konformationsänderung 
könnte es dem Spleißosom ermöglichen sich flexibel den verschiedenen Transkripten mit 
variierenden Spleißstellen anzupassen, so dass eine stabile Bindung von prä-mRNA und 
Spleißosom entstehen kann.  
Das SR-Protein Srp2 (SRSF4/5/6) dagegen befindet sich nicht am Spleißosom, sondern bindet 
an Exonsequenzen und interagiert dort mit spleißosomalen Proteinen (Abbildung 47, S. 70). 
Ein bekannter Interaktionspartner in S. pombe ist Uaf2 (hsU2AF1), welches beim Aufbau des 
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E-Komplexes an die 3´-SS bindet (Webb et al, 2005; Webb & Wise, 2004). Die Interaktion von 
hsU2AF1 (spUaf2) mit SR-Proteinen ist auch in Mammalia konserviert (Wang et al, 1995; Wu 
& Maniatis, 1993). In Mammalia wird auch die Bindung des U1 snRNPs an die Exon1/5´-SS 
durch SR-Proteine beeinflusst. Sowohl das SR-Protein hsASF/SF2 als auch das SR-ähnliche 
U1 Protein hsU1-70K (spUsp101/scSNP1) werden in Mammalia phosphoryliert, was zu einer 
Interaktion der beiden Proteine führt. Diese Interaktion reguliert die Bindung des U1 snRNPs 
am 5´-Ende des Introns (Cho et al, 2011). Beide Proteine werden in Mammalia von PRPF4B 
(spPrp4) phosphoryliert (Bennett et al, 2004; Gao et al, 2013). Bisher ist in S. pombe kein 
Interaktionspartner von Srp2 bekannt, der bei der Erkennung der Exon1/5´-SS eine Rolle 
spielen könnte. Trotzdem wäre es vorstellbar, dass die Phosphorylierung von Srp2 durch die 
Prp4 Kinase die Interaktion mit weiteren spleißosomalen Proteinen ermöglicht und dadurch die 
Erkennung von schwachen Spleißstellen verbessert (Abbildung 47, S. 70)  
Abbildung 47| Hypothetisches Model zur Rolle der Prp4 Kinase bei der Intronerkennung 
A) Ohne Inhibition der Prp4as2 Kinase können Prp1 und Srp2 phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung von Prp1 könnte 
die Konformation des Proteins verändern, so dass die Basenpaarung von snRNAs und Spleißstellen begünstigt wird. Die 
Phosphorylierung von Srp2 könnte zur Interaktion des Proteins mit weiteren spleißosomalen Proteinen führen, die die 
Bindung des Spleißosoms stabilisieren. Am 3´ Ende des Introns bindet Srp2 an Uaf2. Ob Srp2 auch am Anfang des Introns 
eine Bindung mit einem spleißosomalen Protein eingehen kann ist bisher nicht bekannt. B) Nach Inhibition der Kinase findet 
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5 Ausblick 
Das dargestellte Modell wirft viele neue Fragen auf, die zukünftig experimentell untersucht 
werden können. Nachdem gezeigt wurde, welche Folgen die Inhibition der Kinase für den 
Spleißprozess hat, muss jetzt untersucht werden, welche Funktion die beiden Substrate Prp1 
und Srp2 bei diesem Regulationsmechanismus haben und ob dies die einzigen Substrate der 
Kinase sind. Dazu könnte zuerst betrachtet werden, welche Auswirkung ein Fehlen der beiden 
Proteine für den Spleißprozess hat. Da beide Gene essentiell sind, wodurch eine Deletion nicht 
möglich ist, könnten Stämme hergestellt werden, bei denen Prp1 oder Srp2 über einen 
reprimierbaren Promotor ausgeschaltet werden. Im Anschluss kann mittels RT-PCR der 
Einfluss auf die Spleißeffizienz ohne und mit Inhibition der Kinase untersucht werden. Da viele 
Prozesse in der Zelle durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert werden, wäre 
es auch von Interesse zu untersuchen, welche Folgen eine Dauerphosphorylierung von Prp1 
hat. Dazu können die Aminosäurereste, die als Phosphorylierungsstellen bekannt sind, einzeln 
oder insgesamt zu Glutamat mutiert werden, was eine Phosphorylierung des Proteins 
vortäuscht. Im Anschluss kann über RT-PCR untersucht werden, ob das Spleißen davon 
beeinträchtigt wird. Um die Funktion von Srp2 bei der Intronerkennung in S. pombe weiter 
aufzuklären, könnte mittels Co-Immunopräzipitation nach Interaktionspartnern von Srp2 
gesucht werden. Dabei könnten Proteine des U1 snRNPs in Betracht kommen, die am 
Intronanfang an die prä-mRNA binden. Weiterhin ist noch zu klären, ob Srp2 auch in vivo ein 
Substrat der Prp4 Kinase ist und ob außer Prp1 weitere in vivo Substrate von Prp4 in der Hefe 
existieren, die am Spleißprozess beteiligt sind. Dazu könnte ohne und mit Inhibition der Prp4 
Kinase eine Phosphoproteomanalyse durchgeführt und durch den Vergleich der beiden 
Ergebnisse weitere Substrate identifiziert werden.  
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IV Material und Methoden 
1 Material 
 Chemikalien 
Chemikalien Hersteller Artikelnummer 
1NM-PP1 Toronto Research Company A603003 
Adenin Applichem A0939 
ATP Roth K054.2 
Agar Serva 11396.04 
Ammoniumchlorid Roth K298.2 
Ampicillin Applichem A0839 
Bacto Malt Extrakt Merck 105391 
BactoTM Yeast Extract BD 212750 
Borsäure Roth 6943.3 
CaCl2 Merck 2382 
Calcofluor White Sigma  F6259 
Chloramphenicol Roth 3886.2 
Chloroform Roth 3313.2 
CuSO4.5H2O Merck 2790 
DAPI Roth 6335.1 
d-Biotin Sigma  B4501 
DEPC Roth T143.3 
di-Natriumhydrogenphosphat dihydrat Roth 4984.1 
DMSO Roth A994.1 
dNTPs Roth K039.1 
EDTA Roth 8043.2 
Essigsäure Roth 3738.2 
Ethanol Chemikalienlager TU BS 64-17-5 
Ethidiumbromid Biomol 54542 
FeCl3.6H2O Merck 3943 
Glasperlen 0,5 mm Roth N030.1 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
Tabelle 1| Chemikalien 
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Chemikalien Hersteller Artikelnummer 
Glukose Roth 6780 
Glycerin Roth 3783.2 
HCl Roth A0659 
Inositol Roth 6329.1 
IPTG Applichem A4773 
Isopropanol Roth 6752.4 
Kaliumacetat Roth 4986.1 
Kaliumhydrogenphthalat Roth P750.2 
Geneticindisulfat G418 Roth 0239.4 
KCl Roth 6781.1 
KH2PO4 Roth 3904.1 
KJ Merck 5043 
KOAc Roth 4986.1 
Spermidin Roth 716.1 
L-Histidin Roth 3852.3 
Lithiumacetat Roth 5447.1 
Lithiumchlorid Sigma L-9650 
L-Leucin Applichem A3460 
L-Lysin Merck 105.700 
L-Tryptophan Merck 8375 
Lysozym Biomol MB-109-1000 
Magnesiumchlorid Roth 2189.1 
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat Applichem A2087 
MgSO4 Sigma M1880 
MnSO4 Merck 5963 
Molybdän(VI)-säure Merck 403 
MOPS Serva 29836 
Na2HPO4 Roth 4984.1 
Na2SO4 Sigma S-9627 
NaCl Roth 3957.2 
NaOH Roth P031.1 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
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Chemikalien Hersteller Artikelnummer 
Natriumacetat Roth 6771.1 
Natriumcitrat Merck 6268 
ClonNAT (Nurseothricin) Werner  
Nikotinsäure Roth 3815.1 
Pantothensäure Merck 2316 
PEG 3350 Sigma  P3640 
PEG 4000 Roth 0156.1 
Phenol/Chloroform (PCIA) Roth A156.2 
Propidiumiodid Sigma  P4170 
RNAse A Thermo Scientific EN0531 
Rubidiumchlorid Applichem A4240 
Saccharose Roth 9097.1 
SDS  Biorad 161-0416 
ssDNA Sigma D1626 
Tetracyclin Sigma  T7660 
Tris Roth 4855.3 
Triton X-100 Roth 3051.3 
Trypton/Pepton aus Casein Roth 8952.2 
Uracil Roth 7288.3 
X-GAL Applichem A1007 
Yeast Nitrogen Base Difco 291940 
Zitronensäure Roth 1818.1 
ZnSO4.7H2O Merck 8883 
 
 Geräte, Zentrifugen und Rotoren 
Geräte / Zentrifugen und Rotoren Hersteller 
Geldokumentationsanlage Bio-Rad 
Gelkammer für Agarosegele Horizon 58 Gibco BRL 
Kühlzentrifuge Fresco Heraeus 
Megafuge 1.0 Heraeus 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
Tabelle 2| Geräte, Zentrifugen und Rotoren 
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Geräte / Zentrifugen und Rotoren Hersteller 
Mikromanipulator Singer Instruments 
Mikroskop Axiophot 2 Zeiss 
Precellys 24 Peqlab 
Sorvall RC5C Rotoren: HB-4, GS-3, SS34 Dupont 
Speed Vac Plus SC110A Savant 
Spektralphotometer DU 530 Beckman 
Thermocycler Mastercycler personal Eppendorf 
Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus 
Tischzentrifuge Pico Heraeus 
 
2 Stämme und Kulturbedingungen 
 Stämme und Medien der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe  
Die in dieser Arbeit verwendeten S. pombe Stämme sind in Tabelle 3 aufgelistet und von den 
von Leupold beschriebenen Stämmen abgeleitet (Leupold, 1950). Die Stämme wurden 
entweder der Stammsammlung des Instituts für Genetik der TU Braunschweig entnommen oder 
im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Die in dieser Arbeit hergestellten Stämme sind mit einem 
„*“ gekennzeichnet. Paarungstyp, Genotyp und Herkunft sind angegeben.  
Nr. Paarungs- und Genotyp Herkunft  
L972 h-S  
L975 h-N  
747 h-S prp1 int::myc-prp1-127ts-kanR 
S. Zock-
Emmenthal 
*796 h-S prp4 int::prp4+-kanR  
*801 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  
*812 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  leu1-32  ura4-D18  
*930 
h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  leu1-32   
     ura4-D18 int::ura4+res1-Intron (127 bp) 
 
*933 
h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  leu1-32 
     ura4-D18 int::ura4+ade2-II-Intron (383 bp) 
 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
Tabelle 3| S. pombe Stämme 
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Nr. Paarungs- und Genotyp Herkunft  
*971 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7  
*972 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-2  
*973 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-1  
*991 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-WT  
992 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-A S. Pötter  
993 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-B S. Pötter  
995 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-E S. Pötter  
*996 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-C  
*997 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-D  
998 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7A S. Pötter 
999 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7C S. Pötter  
1000 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7D S. Pötter  
1001 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7E S. Pötter  
*1006 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-7B  
1017 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-11 S. Plath  
1018 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-15 S. Plath 
1019 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-18 S. Plath   
1020 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-19 S. Plath   
1021 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-21 S. Plath   
1022 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-14 S. Plath   
1023 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-13 S. Plath  
1024 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-12 S. Plath  
1025 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-17 S. Plath  
1026 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-16 S. Plath  
1028 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-20 S. Plath  
1029 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-8 S. Plath  
1030 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-9 S. Plath  
1031 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-10 S. Plath  
1032 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-5 S. Plath  
1033 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-6 S. Plath  
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
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Nr. Paarungs- und Genotyp Hergestellt  
1034 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-WT S. Plath  
1037 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-5 S. Plath  
1038 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-6 S. Plath  
1039 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-1 S. Plath  
1040 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-2 S. Plath  
1041 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-3 S. Plath  
1042 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-4 S. Plath  
*1048 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-3  
*1049 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-res1´-4  
*1050 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-10  
*1051 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-7  
*1052 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-8  
*1053 h-S prp4 int::prp4-as2-kanR  ura4-D18  leu1-32 int ::pML81HA-ppk8´-9  
 
Zur Kultivierung von S. pombe wurden die folgenden Medien verwendet (Tabelle 4), deren 
Zusammensetzung von Egel (1971), Gutz H et al (1974) und Moreno et al (1991) beschrieben 
wurde. Bei YE und EMM wurden bei Bedarf 75 mg/L Adenin, 100 mg/L L-Histidin, 150mg/L 
L-Leucin, 50 mg/L Lysin oder 100 mg/L Uracil zugegeben. Zur Selektion durch Antibiotika 
wurde 150 mg/L Geneticin (kanR) oder 100 mg/L Nurseotricin (natR) verwendet. 
Medien und Lösungen Zusammensetzung 
Edinburgh Minimal Medium (EMM) 2 % (w/v) Glukose 
14,7 mM Kaliumhydrogenphtalat 
15,5 mM Na2HPO4 
93,5 mM NH4Cl 
20 mL Salzlösung (Stock x 50) 
1 mL A1 (Stock x 1000) 
1 mL A3a (nach dem autoklavieren, Stock x 1000) 
1 mL A3b (nach dem autoklavieren, Stock x 1000) 
Fortsetzung auf der nächsten Seite 
Tabelle 4| S. pombe Medien und Lösungen 
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Medien und Lösungen Zusammensetzung 
Yeast Extrakt (YE) 3 % (w/v) Glukose 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
Malz Extrakt (ME) 3 % (w/v) Bacto Malt Extrakt 
Sporulations Medium (SPA) 1 % (w/v) Glukose 
7,3 mM KH2PO4 
(gelöst in H2Obidest.) 
1 mL A3a (nach dem autoklavieren, Stock x 1000) 
1 mL A3b (nach dem autoklavieren, Stock x 1000) 
50 x Salzlösung 0,26 M MgCl2.6H2O 
4,99 mM CaCl2.2H2O 
0,67 M KCl 
14,1 mM Na2SO4 
1000 x Minerallösung A1 80,9 mM Borsäure 
23,7 mM MnSO4 
13,9 mM ZnSO4.7H2O 
7,40 mM FeCl3.6H2O 
2,47 mM Molybdän(VI)-säure 
6,02 mM KJ 
1,60 mM CuSO4.5H2O 
47,6 mM Zitronensäure 
1000 x Vitaminlösung A3a 4,20 mM Pantothensäure 
 81,2 mM Nikotinsäure 
 55,5 mM Inositol 
1000 x Vitaminlösung A3b  40,8 µM d-Biotin 
 (gelöst in 50 % EtOH) 
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 Stämme und Medien der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae 
Der in Tabelle 5 beschiebene S. cerevisiae Stamm wurde in dieser Arbeit zur Durchführung des 
Yeast Recombinational Cloning verwendet.  
Stammnummer Genotyp 
FY834 Matα his3Δ200 ura3–52 leu2Δ1 lys2Δ202 trp1Δ63 
 
Die Medien zur Kultivierung von S. cerevisiae sind in Tabelle 6 aufgelistet. Bei Bedarf wurden 
dem Synthetisch definierten (SD) Medium folgende Aminosäuren zugesetzt: 20 mg/L 
L-Tryptophan, 20 mg/L L-Histidin-HCl, 30 mg/L L-Leucin, 30 mg/L L-Lysin-HCl und 20 
mg/L L-Uracil. 2 % (w/v) Agar wurden für Festmedium eingesetzt. 
Medien Zusammensetzung 
Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) 1 % (w/v) Hefeextrakt 
2 % (w/v) Pepton 
2 % (w/v) Glukose 
Synthetic Defined (SD) 0,76 % (w/v) Yeast Nitrogen Base 
3 % (w/v) Glukose 
 
 Stämme und Medien für Escherichia coli 
Folgende E. coli Stämme wurden in dieser Arbeit zur Vermehrung von Plasmid- DNA, 
Pfu- oder M13-Mutagenese verwendet (Tabelle 7). 
Stamm Genotyp 
XL1-Blue MRF` 
Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 
gyrA96 relA1 lac [F′ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
DH5αTM 
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 
Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– 
CJ236 FΔ(HindIII)::cat (Tra+ Pil+ CamR)/ ung-1 relA1 dut-1 thi-1 spoT1 mcrA 
 fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS 
Tabelle 5| Verwendeter S. cerevisiae Stamm 
Tabelle 6| S. cerevisiae Medien  
Tabelle 7| E. coli Stämme   
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Die hier verwendeten E. coli Stämme wurden in sterilem flüssigen LB Medium (Tabelle 8) oder 
auf Agarplatten (2 % (w/v) Agar) über Nacht aerob bei 37 °C angezogen (Sambrook, 2001). 
Bei Bedarf wurden folgende Antibiotika hinzugesetzt (Tabelle 9). Bei der in vitro Mutagenese 
nach Kunkel wurden außerdem dYT-Medium, M13-Agarplatten und Top-Agar verwendet. 
Medien Zusammensetzung 
Lysogeny broth (LB) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
1 % (w/v) Trypton/Pepton 
1 % (w/v) NaCl 
dYT-Medium 1 % (w/v) Hefeextrakt 
1,6 % (w/v) Trypton/Pepton 
0,5 % (w/v) NaCl 
M13-Agarplatten 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
0,8 % (w/v) Trypton/Pepton 
0,5 % (w/v) NaCl 
1,2 % (w/v) Agar 
Top-Agar 1 % (w/v) Trypton/Pepton 
0,5 % (w/v) NaCl 
0,7 % (w/v) Agar 
0,5 mM MgSO4 
 
Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration 
Ampicillin 100 mg/mL in H2O 60 µg/mL 
Tetracyclin 12,5 mg/mL in EtOH 25 µg/mL 
Chloramphenicol 34 mg/mL in EtOH 34 µg/mL 
 
  
Tabelle 8| E. coli Medien 
Tabelle 9| Antibiotika 
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3 Vektoren und Konstrukte 




pUC18/19 University of California (UC) 
pRS426 ATCC 
pML81HA Martin Lützelberger, TU Braunschweig 
 
 Konstruktion der analog–sensitiven Prp4 Kinase 
Um die „Gate-Keeper“ Aminosäure der Prp4 Kinase zu mutieren, so dass die analog-sensitive 
Prp4as2 Kinase entsteht, wurde eine Pfu-Mutagenese durchgeführt. Dazu wurde der Vektor 
pGEX-6p-1 verwendet, in dessen Polylinker die cDNA des Gens prp4+ (Genbank acc. No. 
L10739) über die BamHI Schnittstelle kloniert worden ist (Plasmidsammlung AG Käufer, TU 
Braunschweig) (Abbildung 48A). Durch Pfu-Mutagenese wurde die „Gate-Keeper“ 
Aminosäure, ein Phenylalanin an Position 238, in ein Alanin mutiert. Um die positiven Klone 
nach der Mutagenese identifizieren zu können, wurde eine zusätzliche HindIII 
Restriktionsschnittstelle eingefügt, die die Aminosäuresequenz des prp4 Gens nicht zusätzlich 
verändert. Anschließend wurde über das „Yeast Recombinational Cloning“ ein prp4-as2 
Konstrukt erstellt. Dieses besteht aus dem mutierten prp4-Gen und zusätzlich homologen 
Bereichen, wie dem Terminationsbereich und einem 3´-flankierenden Bereich des prp4-Gens, 
die zur Integration des Konstrukts in den Wildtyp-Lokus benötigt werden. Zur Selektion wurde 
eine Resistenzkassette zwischen dem Terminationsbereich und der 3´-flankierenden Sequenz 
eingefügt, die eine Kanamycin-Resistenz vermittelt. Diese einzelnen Fragmente wurden mittels 
PCR amplifiziert und in dem Vektor pRS426 miteinander kombiniert (Abbildung 48B). Das 
vollständige Konstrukt wurde abschließend durch eine PCR (YRC_PRO-Prp4_F & 
YRC_Fla_Prp4_R) amplifiziert, in die Hefe transformiert und dabei über homologe 
Rekombination in den Wildtyp prp4+ Lokus integriert. Der dabei entstandene Stamm 801 
besitzt folgenden Genotyp h-s prp4 int::prp4-as2-kanR. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 
11 aufgeführt. 
Tabelle 10| Vektoren 
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Bezeichnung Sequenz 5´-3´ 
Prp4_CDS_BamHI_F ATATATGGATCCATGAGTGACGATAGATTTGCAGAAGAT 
Prp4_CDS_BamHI_R TATATATGGATCCTTATTTTTTTATAAAGAAAGGATGCTTCAAAGC 
Fortsetzung auf nächster Seite 
Tabelle 11| Primer zur Konstruktion der analog-sensitiven Kinase 
Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen; Mutationen sind dick gedruckt und mit kleinen Buchstaben 
gekennzeichnet 
Abbildung 48| Konstruktion des analog-sensitiven Allels der prp4-as2 Kinase  
(A) Vektorkarte des pGEX-6p-1 mit enthaltener cDNA des prp4 Gens; AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; ori, 
Replikationsursprung; lacIq, Gen für den lac-Repressor (B) Vektorkarte des pRS426, in dem sich das vollständige prp4-as2 
Konstrukt befindet; ori, Replikationsursprung; AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; ura3, Gen für Orotidine-5'-phosphate 
(OMP) Decarboxylase aus S. cerevisiae 
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 Integration des res1- und ade2-II-Introns in das intronlose ura4-Gen 
Sowohl das Prp4-abhängig gespleißte Intron des res1 Gens (127 bp), als auch das 
Prp4-unabhängig gespleißte große Intron II des ade2 Gens (383 bp) sollten in das ursprünglich 
intronlose ura4-Gen eingefügt werden. Dazu wurde die kodierende Sequenz des ura4-Gens 
einschließlich Promotor- und Terminationssequenz in den pUC18 Vektor kloniert. Beide 
Introns wurden jeweils über die StuI Restriktionsschnittstelle eingefügt, die sich in der Mitte 
des ura4-Gens befindet (Abbildung 49). Anschließend wurden die vollständigen Konstrukte 
durch PCR (ura4_BamHI_F & ura4_PstI_R) amplifiziert, in den Stamm 812 transformiert und 
über homologe Rekombination in den ura4-Lokus der Hefe integriert. Dabei sind die Stämme 
930 und 933 entstanden (Tabelle 3). Die Primer sind in Tabelle 12 aufgeführt.   
 





Fortsetzung auf nächster Seite 
Tabelle 12| ura4-Primer  
Restriktionsschnittstellen sind kursiv und unterstrichen. 
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Abbildung 49| Integration des res1 und ade2-II Introns in das ura4 Gen 
Vektorkarte des  pUC18, der über die Restriktionsschnittstelle BamHI das ura4 Gen enthält. Das Fragment des (A) 
res1-Introns und des (B) ade2-II-Introns wurde über StuI eingefügt. AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; ori, 
Replikationsursprung  
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 Konstruktion der Reportergene res1´ und ppk8´
Um zu untersuchen welche Folgen Mutationen im Bereich des Exon1 und der 5´-SS sowie in 
der BS des Prp4-abhängigen res1-Introns und des Prp4-unabhängigen ppk8-Introns haben, 
wurden zwei Reportergene konstruiert. Dazu wurden beide Gene für die Mutagenese in den 
pUC19 bzw. M13mp18 Vektor kloniert. Nach erfolgreicher Mutagenese wurden sie in den 
Vektor pML81HA subkloniert und darüber in den leu1-Lokus der Hefe integriert. Ein Teil der 
res1´ und ppk8´ Konstrukte, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind im Verlauf der 
Masterarbeit von Susann Plath (2015) und Sebastian Pötter (2014) entstanden (Tabelle 3, S.75). 
3.3.1 Der Vektor pML81HA 
Der pML81HA (Martin Lützelberger, TU Braunschweig) ist ein Integrationsvektor für 
S. pombe, der es ermöglicht Gene in den leu1-Lokus zu integrieren. Dazu besitzt der Vektor 
das leu1+ Gen, sowie den nmt1-8 Promotor und nmt1 Terminator aus S. pombe. Der nmt1-8 
Promotor ist aus dem Promotor des nmt1 Gens entstanden, bei welchem nachträglich sieben 
Nukleotide der TATA Box deletiert wurden, so dass sich die Transkriptionsrate auf ca. 1 % der 
des Wildtyp nmt1+ Promotors reduziert (Basi et al, 1993). Der nmt1 Promotor kann durch 
Zugabe von 200 µM Thiamin reprimiert werden. Zur Verwendung in E. coli besitzt der Vektor 
einen Replikationsursprung (ori) und ein Ampicillin Resistenzgen (ampR).  
3.3.2 Mutagenese und Konstruktion des res1´-Reportergens 
Um die Spleißstellen des res1´-Gens durch Pfu- bzw. M13-Mutagenese zu verändern, wurde 
das res1-Gen mittels PCR amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen BamHI und SalI 
sowohl in den pUC19 Vektor, als auch in den M13mp18 Vektor kloniert. Während der 
Mutagenese wurde bei allen Exon1/5´-SS Mutationen zeitgleich eine zusätzliche HindIII 
Schnittstelle im Exon1 erzeugt und bei allen Mutationen der BS eine PvuI-Schnittstelle im 
Exon2. Über diese beiden Schnittstellen konnten die positiven Klone identifiziert werden. Die 
dazu verwendeten Primer sind in Tabelle 13 dargestellt.  
Tabelle 13| res1´ Primer 
Die Schnittstellen sind kursiv und unterstrichen und die eingefügten Mutationen der Spleißstellen sind in Kleinbuchstaben dick 
gedruckt hervorgehoben. 





Fortsetzung auf nächster Seite 
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Fortsetzung auf nächster Seite 
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Nach erfolgreicher Mutagenese wurde das res1´-Gen über PCR amplifiziert und anschließend 
über BamHI und SalI in den pML81HA subkloniert. Dabei ist zwischen HA-Tag des Vektors 
und ATG des res1´-Gens eine Leserasterverschiebung erzeugt worden, die dazu führt, dass 
zwar ein stabiles res1´ Transkript entsteht, aber kein funktionsfähiges Res1 Protein gebildet 
werden kann, welches die Hefezelle beeinflussen könnte. Der Vektor wurde anschließend mit 
BsiWI linearisiert und über homologe Rekombination in den leu1-Lokus integriert.  
 
Um während der RT-PCR zwischen dem res1+ und dem res1´ im leu1-Lokus zu unterscheiden, 
wurde der in der RT-PCR verwendete Vorwärts-Primer (res1-Mut_F) so gewählt, dass er direkt 








Abbildung 50| Der Integrationsvektor pML81HA_res1´ 
Vektorkarte des pML81HA_res1´. Das res1´-Gen wurde über BamHI und SalI ist in den Vektor kloniert; nmt1-8 Promotor 
und nmt1 Terminationssequenz; 3xHA, HA-tag  AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; leu1+ aus S. pombe  
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in dem mutierten Nukleotid endet, dass für die Erzeugung der HindIII Schnittstelle genutzt 
wurde. Da die Tth-Polymerase, die für die Reverse Transkription und anschließende 
Amplifikation der Fragmente verwendet wurde, keine 3´-5´Exonukleaseaktivität besitzt, kann 
diese den Strang nur verlängern, wenn das letzte Nukleotid am 3´-Ende des Primers mit der 
Sequenz des Templates übereinstimmt. Um das res1 im Originallokus zu untersuchen, wurde 
ein Primer (res1-WT_F) verwendet. Der verwendete Rückwärts-Primer im Exon 2 (res1-R) ist 
für beide Transkripte identisch. 
3.3.3 Mutagenese und Konstruktion des ppk8´-Reportergens 
Die Strategie die zur Klonierung, Mutagenese und Integration des Reporter-Transkripts ppk8´ 
verwendet wurde, entspricht der des res1´. Der einzige Unterschied besteht darin, dass bei ppk8´ 
zur Klonierung die Restriktionsschnittstellen BamHI und MluI verwendet wurden. Es wurde 
ebenfalls eine zusätzliche HindIII Schnittstelle im Exon1 eingefügt, wie auch eine 
Leserasterverschiebung, die im Exon2 zu einem Stopp-Codon führt, so dass kein 
funktionsfähiges Ppk8 Protein entstehen kann. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 14 
aufgelistet. 
 
Abbildung 51| pML81HA_ppk8´ 
Vektorkarte des pML81HA_ppk8´. Das ppk8 Gen wurde über BamHI und MluI ist in den Vektor kloniert; nmt1-8 Promotor 
und nmt1 Terminationssequenz; 3xHA, HA-tag; AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; leu1+ aus S. pombe  
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Tabelle 14| ppk8´ Primer 
Die Schnittstellen sind kursiv und unterstrichen und die eingefügten Mutationen der Spleißstellen sind in Kleinbuchstaben dick 
gedruckt hervorgehoben. 
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4 Molekularbiologische Methoden 
 Herstellung kompetenter Zellen 
Die bakterielle Fähigkeit in begrenztem Umfang Fremd-DNA aufzunehmen, kann durch eine 
chemische Behandlung mit Calciumchlorid oder Rubidiumchlorid gesteigert werden. Um eine 
möglichst hohe Kompetenz der Bakterien zu erreichen, wurden die kompetenten Zellen nach 
der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt (Hanahan, 1983). Dazu wurden mit 5 mL einer 
E. coli über Nacht Kultur 500 mL LB-Medium beimpft und bei 37 °C inkubiert, bis eine OD600 
von 0,4-0,7 erreicht war. Nun wurden die Zellen durch 10 Min. Zentrifugation bei 4500 UpM 
und 4 °C geerntet. Das Pellet wird in 150 mL TFBI (10 mM CaCl2, 100 mM RbCl2, 30 mM 
KOAc pH 5,8, 50 mM MnCl2, 15 % (v/v) Glycerin) resuspendiert, 15 Min. auf Eis inkubiert 
und erneut 10 Min. mit 4500 UpM bei 4 °C abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 
20 mL TFBII (10 mM MOPS pH 7,0, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15 % (v/v) Glycerin) gelöst, 
in flüssigem Stickstoff in 400 µL Aliquots eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.  
 Transformation von E. coli 
Zur Transformation wurden die kompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Danach wurde 
zu 200 µL kompetenten Zellen die zu transformierende DNA gegeben und 40 Min. auf Eis 
inkubiert. Der sich anschließende Hitzeschock von 2 Min. bei 42 °C fördert die Aufnahme der 
DNA. Direkt im Anschluss wurden die Zellen sofort auf Eis gestellt, 800 µL LB-Medium 
dazugegeben und 45 Min. bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 30 Sekunden 
bei 13.000 UpM abzentrifugiert auf Selektionsmedium ausplattiert und bei 37 °C inkubiert.  
 Plasmid-Isolierung aus E. coli 
Die Plasmid Minipräparation aus E. coli wurde in dieser Arbeit entweder durch die STET-
Methode nach Gaterman et al (1988) oder mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits von 
Macherey&Nagel durchgeführt. Im Fall einer Midi-Präparation wurde ebenfalls von 
Macherey&Nagel das Kit NucleoBond® PC100 verwendet. Bei der Verwendung der beiden 
Kits wurden die Vorgaben des Herstellers eingehalten. 
 Plasmid Mini-Präparation nach Gatermann et al 
Bei der Plasmid Mini-Präparation wurden 2 mL LB Medium mit Zellen aus einer E. coli 
Kolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf dem Schüttler inkubiert. Die Kultur wurde in 
einem 2 mL Eppendorfgefäß durch 1 Min. Zentrifugation bei 13.000 UpM pelletiert, der 
Überstand dekantiert und das Pellet im Restmedium durch Vortexen resuspendiert. Zu den 
gelösten Zellen wurde 110 µL STET-Puffer gegeben (8 % Saccharose (w/v), 5 % Triton X-100 
(v/v), 50 mM Tris-HCl pH8,0, 50 mM EDTA, 0,5 mg/mL Lysozym), vorsichtig gemischt und 
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10 Min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 2 Min. im 
Wasserbad gekocht und die Zelltrümmer 15 Min. bei 13.000 UpM abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde mit einem sterilen Zahnstocher entfernt und die Plasmid DNA mit 110 µL Isopropanol 
gefällt. Durch Zentrifugation für 10 Min. bei 13.000 UpM wurde die DNA präzipitiert. Um die 
DNA zu waschen, wurde sie mit 70 % EtOH versetzt und für 5 Min. bei 13.000 UpM 
zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in der Speed Vac (Plus SC110A /Savant) 
getrocknet. Die Plasmid DNA wurde in 30 µL H2Obidest. gelöst und bei -20 °C aufbewahrt.  
 Reinigung und Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA 
Um DNA zu reinigen und Proteine zu entfernen, wurde entweder das DNA Clean & 
ConcentratorTM -5 Kit der Firma Zymo Research nach Angaben des Herstellers verwendet oder 
eine Phenol/Chloroform Extraktion durchgeführt. 
Zur Extraktion mit Phenol/Chloroform wurde die wässrige DNA-Lösung mit 1 Volumen PCIA 
gemischt, gevortext und für 15 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert. Anschließend wurde die 
obere wässrige Phase in ein neues Eppendorfgefäß gegeben, mit 1 Vol. Chloroform versetzt, 
gevortext und erneut zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde nochmals in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt und mit 2,5 Vol. 96 % EtOH und 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat gefällt. 
Die Fällung erfolgte für 20 Min. bei -80 °C oder über Nacht bei -20 °C. Die DNA wurde 
abschließend für 30 Min. bei 4 °C zentrifugiert, mit 70 % EtOH gewaschen und in der 
Speed Vac getrocknet. 
 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 
Die Konzentration von Nukleinsäure-Lösungen wurde in einer Quarzküvette bei einer 
Wellenlänge von 260 nm mit dem UV Spektralphotometer (DU 530/ Beckmann) bestimmt. Es 
liegt eine Extinktion von 1 vor, wenn sich 50 µg/mL Doppelstrang-DNA bzw. 40 µg/mL 
Einzelstrang DNA oder RNA in der Lösung befinden. 
 Restriktionsverdau 
Zur Spaltung doppelsträngiger DNA wurden die Restriktionsenzyme der Hersteller Thermo 
Scientific und NEB verwendet. Um DNA zu spalten wurde pro µg DNA 1 Std. mit 1 U Enzym 
geschnitten. Die einzusetzenden Puffer und Restriktionsbedingungen wurden nach Angaben 
der Hersteller gewählt.  
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 Ligation 
Bei der Ligation werden DNA-Doppelstränge durch die T4-DNA Ligase miteinander 
verknüpft, wobei ATP als Co-faktor dient. Eine Menge von 20-100 ng des linearisierten 
Vektors wurde mit dem gewünschten Fragment in einem 20 µl Ansatz, unter Zugabe von PEG 
4000 und 1 U der T4-DNA Ligase (Thermo Scientific), miteinander ligiert. Gemäß den 
Angaben des Herstellers wurde das Fragment in 3 bzw. 5-fachem molaren Überschuss 
eingesetzt. Die Ligation erfolgte entweder für 1-2 Std. bei RT oder über Nacht bei 4 °C. 
 Agarose-Gelelektrophorese  
Zur Bestimmung der Größe von DNA Fragmenten wurde eine Agarose-Gelelektrophorese 
durchgeführt. Da Nukleinsäuren negativ geladene Phosphatgruppen besitzen, bewegen sie sich 
in einem Agarosegel ihrer Größe entsprechend zur Anode, sobald ein elektrisches Feld von 160 
V angelegt ist. Die Auftrennung erfolgt nach Sambrook (2001) in einem TBE- Puffersystem 
(89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0) mit 0,8- 4 % Agarosegelen. Die Gele 
wurden mit 0,1 µg/mL Ethidiumbromid versetzt, das sich an die DNA-Doppelhelix anlagert 
und im UV-Licht fluoresziert, so dass DNA Fragmente sichtbar gemacht werden können. Die 
Proben werden vor dem Auftragen mit 6x Ladepuffer versetzt. Um die Größe der Fragmente 
zu bestimmen wurden je nach erwarteter Größe folgende Größenstandards verwendet: Gene 
Ruler 50 bp DNA Ladder und Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. Sowohl die Größenstandards als 
auch der 6x Ladepuffer wurden von Thermo Scientific verwendet.  
 Extraktion aus Agarose-Gelen 
Zur Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen wurde das ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit 
der Firma Zymo Research nach Angaben des Herstellers verwendet.  
 Sequenzierung 
Die Sequenzierung wurde durch die Firma Seqlab durchgeführt und die Proben nach deren 
Vorgaben vorbereitet.  
 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde eine PCR durchgeführt und dabei die Phusion® 
High-Fidelity Polymerase der Firma New England Biolabs verwendet (Tabelle 15). Die 
Polymerase zeichnet sich durch hohe Geschwindigkeit und eine geringe Fehlerrate aus. Die 
dabei verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion hergestellt und auf eine 
Konzentration von 100 µM eingestellt. 
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PCR-Ansatz: PCR-Programm: 
10 µL 5x Phusion HF oder GC Puffer 98 °C 30´´  
1 µL dNTPs (10 mM) 98 °C 5-10´´  
             25-30 x 
 
0,25 µL Vorwärts-Primer (100 µM) Tm+3 °C 10-30´´ 
0,25 µL Rückwärts-Primer (100 µM) 72 °C 15-30´´/ kb 
0,5 µL Phusion DNA-Polymerase (2 U/mL) 72 °C 5-10´  
Template 50-250 ng DNA 4 °C   
auf 50 µL auffüllen mit H2Obidest.  
 
 Pfu-Mutagenese 
Die Pfu-Mutagenese wurde in dieser Arbeit verwendet, um in den Genen prp4, res1 und ppk8 
Punktmutationen einzufügen. Dazu wurden die Gene in die Vektoren pGEX-6p-1 bzw. pUC19 
kloniert und in der Mutagenese eingesetzt. Bei der dabei verwendeten Polymerase handelt es 
sich um die PfuTurbo DNA-Polymerase der Firma Agilent Technologies, die sich durch eine 
hohe Geschwindigkeit, sowie eine geringe Fehlerrate auszeichnet. Um die Mutagenese 
durchzuführen, wurde der folgende Ansatz verwendet (Tabelle 16): 
Pfu-Mutagenese Ansatz: Programm: 
5 µL 10x Pfu-Reaktionspuffer 95 °C 30´´  
4 µL dNTPs (10 mM) 95 °C 30´´  
             18 x 
 
1 µL Vorwärts-Primer (aus der 1:7 Verdünnung der 





1 µL Rückwärts-Primer (aus der 1:7 Verdünnung der 
100 µM Stammlösung) 
4 °C   
1 µL PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5 U/µL) 
200 ng Plasmid-DNA  
auf 50 µL auffüllen mit H2Obidest.  
 
Nach Abschluss der Mutagenese Reaktion wurden die Proben auf Eis gestellt, 1 µL des 
Restriktionsenzyms DpnI (10 U) hinzugegeben und 60 Min. bei 37 °C inkubiert. Dadurch dass 
Tabelle 15| Phusion-PCR 
Tabelle 16| Pfu-Mutagenese 
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DpnI ausschließlich methylierte DNA schneidet, wurde der parentale DNA-Strang verdaut und 
so auf den neu synthetisierten Strang selektioniert. Anschließend wurden 10 µL des Ansatzes 
in kompetente E. coli Zellen (XL1Blue, Dh5α) transformiert. Die positiven Klone, die die 
gesetzten Mutationen enthalten, wurden nach Isolierung des Plasmids durch eine 
Restriktionsanalyse identifiziert.  
 In vitro Mutagenese nach Kunkel (1985) 
Die gerichtete in vitro Mutagenese nach Kunkel (1985) wurde verwendet um Punktmutationen, 
Deletionen und Insertionen in DNA einzufügen. Dazu wird ein Vektor benötigt, der sowohl als 
doppelsträngige, wie auch als einzelsträngige DNA isoliert werden kann. 
Die zu mutierende DNA wurde in den M13mp18/19 Vektor kloniert und anschließend in den 
E. coli Stamm XL1Blue transformiert (4.2, S.90). Nach dem Hitzeschock allerdings, wurden 
die kompetenten Zellen zusammen mit 200 µL wachsenden XL1Blue Zellen in 5 mL auf 42 °C 
temperierten Soft-Top Agar gegeben, gut gemischt und auf M13 Agarplatten gegossen. 
Nachdem der Soft-Top Agar fest geworden ist, wurden die Platten über Nacht bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend wurden die Phagen-Plaques aus dem Agar ausgestochen, erneut mit 
200 µL wachsenden XL1Blue Zellen gemischt, nach 5-10 Min. Inkubation bei RT in 5 mL dYT 
Medium gegeben und 3-4 Std bei 37 °C auf dem Schüttler wachsen gelassen. Die 
doppelsträngige RF Form des M13 Phagen wird durch Zentrifugation für 1 Min. bei 13.000 
UpM von den einzelsträngigen Phagenpartikeln abgetrennt. Diese befinden sich nun im 
Überstand und können zur Infektion von weiteren E. coli Zellen verwendet werden. 
Um die Mutagenese durchführen zu können, wird Uracil-haltige Einzelstrang-DNA (ssUDNA) 
benötigt. Dazu wurden 200 µL einer wachsenden E. coli CJ236 Kultur im Verhältnis 5:1 mit 
Phagen infiziert, 5-10 Min. bei RT inkubiert, anschließend in 5 mL dYT Medium überführt und 
für 4-5 Std. bei 37 °C geschüttelt. Der Stamm CJ236 besitzt Mutationen in den Genen dut und 
ung, was dazu führt, dass es zu einem gehäuften Einbau von dUTP in die DNA kommt. Je 2 
mL des Bakterien-Phagen-Gemischs werden in ein 2 mL Eppendorfgefäß überführt und für 5 
Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert. 1,4 mL des Überstands, der die einzelsträngigen 
Phagenpartikel enthält, wird in ein 1,5 mL Eppendorfgefäß überführt und mit 200 µL 
PEG/NaCl (20 % (w/v) PEG 4000, 2,5 M NaCl) Lösung für 20 Min. bei RT gefällt. Nach 20 
Min. Zentrifugation bei 13.000 UpM wird das Pellet in 200 µL H2Obidest. gelöst und eine 
Phenol/Chloroform Extraktion durchgeführt. Die ssUDNA wird über Nacht bei -20 °C durch 
Zugabe von 0,1 Vol. 3M NaAc und 2,5 Vol. 96 % EtOH gefällt. Nach 20 Min. Zentrifugation 
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bei 4 °C und 13.000 UpM wird die DNA mit 400 µL 70 % EtOH gewaschen, in der Speed Vac 
getrocknet und in 10 µL H2Obidest. gelöst. 
Die in vitro Mutagenese Reaktion besteht aus zwei Schritten. Zunächst wurde ein 
5´-phosphoryliertes Oligonukleotid, das die Mutation trägt, mit der ssUDNA hybridisiert. Dazu 
wurden 20-100 ng ssUDNA, 1,5 pmol Primer und 1 µL 10x Annealing-Puffer (200 mM Tris-
HCl pH 7,4, 20 mM MgCl2, 500 mM NaCl) mit H2Obidest. auf 10 µL aufgefüllt. Dieser Ansatz 
wurde von 80 °C auf 10 °C langsam abkühlt und auf Eis gestellt. Dieses hybridisierte 
Oligonukleotid dient nun als Primer für die DNA Synthese. Zur Annealing Reaktion wurden 
anschließend 1 µL 10x Synthese-Puffer (je 5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP, 10 mM ATP, 100 
mM Tris-HCl pH 7,4, 50 mM MgCl2, 20 mM DTT), 1 µL T4 DNA Ligase (1 U/µL) und 1 µL 
T7 DNA Polymerase (1 U/µL) gegeben. Der Ansatz wurde erst für 10 Min. auf Eis stehen 
gelassen, dann 10 Min. bei RT und 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 70 µL 
Stopp-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM EDTA) wurde die Reaktion beendet. 5 µL des 
Mutagenese Ansatzes wurden für die Transformation verwendet. Während der Reaktion 
verlängert die T7-DNA Polymerase das 3´-OH-Ende und synthetisiert den Minusstrang. 
Anschließend schließt die T4 DNA Ligase den Einzelstrangbruch, so dass ein doppelsträngiges 
DNA-Molekül entsteht. Dieses wird in einen E. coli Stamm, der dut+ und ung+ ist, 
transformiert. Dieser baut den Uracil-haltigen Strang ab, so dass ausschließlich der mutierte 
Strang übrig bleibt. Nachdem erneut die doppelsträngige DNA isoliert wurde, konnte durch 
einen Restriktionsverdau die positiven Klone identifiziert werden.  
 Yeast Recombinational Cloning (YRC) 
Die in dieser Arbeit entstandenen Genkonstrukte wurden über das YRC hergestellt, das von Ma 
et al (1987) erfunden und über die letzten Jahre weiterentwickelt und verbessert wurde (Gibson, 
2009; Oldenburg et al, 1997). Dabei werden ein linearisierter Vektor und DNA Fragmente, die 
20-30 nt lange überlappende Sequenzen an ihren Enden besitzen in vivo in der Bäckerhefe 
S. cerevisiae rekombiniert.  
Zuerst wurden die DNA-Fragmente durch die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase der 
Firma New England Biolabs amplifiziert, wobei Primer benutzt wurden, die die Überhänge zum 
angrenzenden Fragment oder zum linearisierten Vektor pRS426 generieren. Nachdem die 
Fragmente amplifiziert wurden, wurden diese über eine Phenol/Chloroform-Fällung gereinigt 
und angereichert. Danach wurden alle Fragmente, sowie der mit BamHI und HindIII 
geschnittene Vektor, in den S. cerevisiae Stamm FY834, der auxotroph für Uracil ist 
transformiert. Um die Transformation durchzuführen, wurde eine 50 mL Vorkultur des 
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S. cerevisiae Stamms FY834 in SD+Uracil Flüssigmedium angesetzt und über Nacht bei 30 °C 
kultiviert. Am nächsten Tag wurde die Kultur in 100 mL SD+Uracil-Medium so verdünnt, dass 
sie eine Konzentration von 5 x 106 Zellen/mL hat. Nach 4-5 Stunden weiterem Schütteln bei 
30 °C wurden die Zellen durch Zentrifugation für 3 Min. bei 6000 UpM geerntet. Anschließend 
wurde das Pellet mit 25 mL H2Obidest. gewaschen und in 1 mL H2Obidest. resuspendiert. 100 µL 
der Zellsuspension wurden in ein 1,5 mL Eppendorfgefäß gegeben, 1 Min, bei 13.000 UpM 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zu den Zellen wurden neben 0,7 µg Plasmid und 
1-2 µg der PCR-Fragmente folgende Lösungen gegeben: 
             240 µL  PEG 3350, 50 % 
    36 µL  LiAc, 1M 
    50 µL  ssDNA, 2 mg/mL 
    34 µL  DNA + H2Odd  
 
Die Zellen wurden in der Lösung durch Vortexen resuspendiert und für 40 Min. bei 42 °C im 
Wasserbad inkubiert. Um den Überstand zu entfernen, wurden die Zellen dann für 30 Sek. bei 
13.000 UpM zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 500 µL H2Obidest. gelöst, in 
unterschiedlichen Konzentrationen auf SD–Uracil Platten ausplattiert und für 3-4 Tage bei 
30 °C inkubiert.  
 Plasmid-Präparation aus S. cerevisiae 
Um nach dem YRC die Plasmid DNA, die das rekombinierte Konstrukt enthält, aus der Hefe 
zu isolieren, wurden die Platten mit 2 mal 5 mL H2Obidest. abgewaschen und durch 
Zentrifugation für 3 Min. bei 6000 UpM geerntet. Der Überstand wird verworfen und die Zellen 
in 1 mL H2Obidest. gelöst. Die Zellen wurden in ein 2 mL Schraubdeckelröhrchen überführt, 1 
Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zum Aufschluss wurden die 
Zellen in 300 µL Lösung I (50 mM Glukose, 25 mM Tris HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA) 
resuspendiert und mit 0,3 g Glasperlen versetzt. Im Beadbeater (Precellys24, Peqlab) wurden 
die Zellen bei 5700 UpM für 2 mal 30 Sekunden aufgeschlossen. Anschließend wurden 600 µL 
Lösung II (200 mM NaOH, 1 % SDS) hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Danach wurden 
450 µL Lösung III (60 mL 5M Kaliumacetat, 11,5 mL Eisessig, 28,5 mL H2Obidest.) hinzugefügt 
und erneut vorsichtig gemischt. Um die Zelltrümmer zu entfernen wurde für 15 Min. bei 13.000 
UpM zentrifugiert und der Überstand in 2 neue 2 mL Eppendorfgefäße überführt. Danach wird 
die DNA mit Ethanol gefällt, gewaschen, getrocknet und in 30 µL H2Obidest. gelöst. 
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5 Methoden zur Untersuchung von S. pombe 
 Kreuzung von S. pombe Stämmen 
Um zwei Stämme miteinander kreuzen zu können, müssen diese die unterschiedlichen 
Paarungstypen h-S und h+N besitzen. Jeweils eine Impföse jedes Stamms wurde in 100 µL 
0,85 % NaCl gegeben und miteinander vermischt. Diese Zellsuspension wurde danach auf eine 
SPA Platte getropft und zwei Tage bei 25 °C inkubiert. Durch den Stickstoffmangel in der Platte 
verschmelzen die Zellen unterschiedlichen Paarungstyps miteinander zu einer Zygote. 
Daraufhin durchlaufen die Zellen die Meiose, wodurch ein Ascus entsteht, der vier haploide 
Sporen enthält (Gutz H et al, 1974). Diese sogenannten Tetraden können, nachdem sie dünn 
auf einer Vollmediumplatte ausgestrichen und für 2 Stunden bei 25 °C inkubiert wurden, mit 
dem Mikromanipulator (Singer Instruments) ausgelegt und nach mehreren Tagen Inkubation 
auf ihren Genotyp getestet werden. 
 Transformation in S. pombe 
Um Gen-Konstrukte in das Genom der Hefe zu integrieren, wurde eine Transformation in 
S. pombe durchgeführt. Dazu wurde eine Vorkultur in EMM Medium angesetzt und über Nacht 
auf dem Schüttler inkubiert. Damit wurde am nächsten Tag eine Hauptkultur mit einer OD600 
von 0,07-0,1 angesetzt und geerntet, nachdem sie eine OD600 von 0,6-0,9 erreicht hatte. Die 
Zellen wurden 3 Min. bei 3000 UpM abzentrifugiert und zweimal mit 40 mL sterilem H2Obidest. 
gewaschen. Anschließend wurde das Zellpellet in 10 mL TE/LiAc (100 mM Lithiumacetat, 10 
mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) gewaschen, erneut für 3 Min. bei 3000 UpM pelletiert und 
in 1 mL TE/LiAc aufgenommen. Nun wurden die Zellen für 15 Min. bei 30 °C auf dem 
Schüttler inkubiert. Für jeden Transformationsansatz wurden 100 µL der Zellsuspension in ein 
2 mL Eppendorfgefäß gegeben und 10 µL frisch denaturiertes Lachs Sperma DNA (10 mg/mL), 
sowie die zu transformierende DNA hinzugefügt. Für die Transformation von zirkulären 
Plasmiden wurden 0,5-2 µg eingesetzt. Bei der Integration in das S. pombe Genom wurden 10 
µg linearisiertes Plasmid oder PCR-Produkt verwendet. Der Ansatz wurde gemischt und für 30 
Min. bei 30 °C inkubiert. Nun wurden 500 µL TE/LiAc/PEG (100 mM Lithiumacetat, 10 mM 
Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 40 % PEG 4000) dazu gegeben und für weitere 30 Min. bei 
30 °C inkubiert. Der Hitzeschock wurde im Wasserbad für 20 Min. bei 42 °C durchgeführt. Die 
Zellen wurden danach für 5 Min. bei 6000 UpM zentrifugiert und der Überstand verworfen. 
Um das TE/LiAc/PEG möglichst vollständig zu entfernen, wurden die Zellen abschließend für 
1 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in 100 µL 
sterilem H2Obidest. gelöst. Die Zellen wurden auf Selektionsmedium ausplattiert und mehrere 
Tage bei 30 °C inkubiert.  
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 Kolonie-PCR 
Die Kolonie-PCR wurde verwendet, um nach der Transformation in die Hefe mögliche positive 
Klone zu identifizieren, ohne genomische DNA isolieren zu müssen. Dazu wurde ein Teil der 
Hefe-Kolonie in 30 µL H2Obidest. resuspendiert und 10,2 µL direkt zum PCR-Ansatz 
dazugegeben. Verwendet wurde die Dream Taq-Polymerase der Firma Thermo Scientific. Nach 
Abschluss der PCR wurden 7 µL PCR-Ansatz auf ein Agarosegel aufgetragen.  
PCR-Ansatz: PCR-Programm: 
10,2 µL Hefesuspension 95 °C 5´  
1,25 µL 10x Green-Puffer 95 °C 30´´  
           30 x 
 
0,3 µL dNTPs (10 mM) Tm-5 °C 30´´ 
0,25 µL Vorwärts-Primer (100 µmol) 72 °C 1´/ kb 
0,25 µL Rückwärts-Primer (100 µmol) 72 °C 5´  
0,25 µL Dream Taq-Polymerase (5 U/µL) 4 °C   
 
 Isolierung chromosomaler DNA aus S. pombe 
Um chromosomale DNA aus S. pombe zu isolieren wurden 4 mL YE- Medium mit Hefezellen 
angeimpft und über Nacht bei 30 °C auf dem Schüttler inkubiert. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugation für 1 Min. bei 13.000 UpM in einem 2 mL Schraubdeckelröhrchen geerntet und 
mit 2 mL sterilem H2Obidest. gewaschen. Um die Zellen zu lysieren, wurden 400 µL Lysis Puffer 
(2 % Triton X-100 (v/v), 1 % SDS (w/v), 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM 
EDTA), 0,3 g Glasperlen (Durchmesser: 0,5 mm) und 400 µL PCIA hinzugegeben. Die Zellen 
wurden zweimal für 30 Sek. mit 5,7 m sek-1 im BeadBeater (Precellys24, Peqlab) 
aufgeschlossen. Im Anschluss wurde für 15 Min. mit 13.000 UpM zentrifugiert und die obere 
wässrige Phase in ein 1,5 mL Eppendorfgefäß überführt. Dazu wurde 1 Vol. PCIA 
dazugegeben, gevortext und erneut 15 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die obere wässrige 
Phase wurde in ein neues 1,5 mL Eppendorfgefäß gegeben und mit 1 Vol. Chloroform 
vermischt. Nach starkem Vortexen wurde erneut zentrifugiert und die obere wässrige Phase in 
ein neues 1,5 mL Eppendorfgefäß überführt. Nun wurde die DNA durch Zugabe von 0,7 Vol. 
Isopropanol gefällt. Nach 20 Min. zentrifugieren bei 13.000 UpM wurde der Überstand 
verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Abschließend wird erneut für 10 Min. 
bei 13.000 UpM zentrifugiert und das Pellet in der SpeedVac getrocknet. Die DNA wurde in 
30 µL H2Obidest. gelöst. 
Tabelle 17| Kolonie-PCR 
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 ATP-analoge Inhibitoren  
Die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren sind in Tabelle 18 dargestellt. Alle drei Inhibitoren 
wurden von der Firma Toronto Research Chemicals hergestellt. Die Inhibitoren wurden in 
DMSO zu einer Konzentration von 100 mM gelöst und anschließend bei -20 °C gelagert.  




















 FACS-Analyse  
Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter) von S pombe Kulturen wurde mit dem 
Gerät FACS-Calibur der Firma Becton-Dickinson durchgeführt. Die Zellzahl der Proben wurde 
zuerst auf 1x107 mL-1 eingestellt, durch Zentrifugation bei 3000 UpM für 3 Min. geerntet und 
anschließend mit 2 mL eiskaltem H2Obidest. gewaschen. Nachdem der Überstand verworfen 
wurde, wurden die Zellen durch Zugabe von 300 µL eiskaltem H2Obidest. sowie 700 µL 
eiskaltem 96 % EtOH fixiert. Nun konnten die Zellen bei -80 °C eingefroren werden. Um die 
Zellen anfärben zu können, wurden die aufgetauten Zellen erst mit 1 mL 0,05 M Natriumcitrat 
(pH7-8) gewaschen und für 3 Min. bei 3000 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 500 
µL 0,05 M Natriumcitrat (pH7-8, 1 mg/mL RNAse A) gelöst und in ein lichtundurchlässiges 
Eppendorfgefäß überführt. Zum Abbau der RNA durch die RNAse A wurden die Zellen für 3 
Std. bei 37 °C inkubiert. Nach dem Verdau wurden die gelösten Zellen mit 450 µL 0,05 M 
Tabelle 18| Inhibitoren 
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Natriumcitrat und 50 µL 0,05 M Natriumcitrat mit 200 µg/mL Propidiumiodid gemischt und 
über Nacht bei 4 °C gefärbt. Am nächsten Tag wurde die FACS-Analyse durchgeführt. 
 Fluoreszenzmikroskopie 
Um in S. pombe die Zellkerne und Septen fluoreszenzmikroskopisch betrachten zu können, 
wurden diese durch Fluoreszenzfarbstoffe angefärbt. DAPI (4′,6-Diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride) bindet hauptsächlich an doppelsträngige DNA und bei Anregung mit 
ultraviolettem Licht zeigen sich die Zellkerne blau angefärbt. Calcofluor white ist ein nicht-
spezifisches Fluorochrom und bindet an Cellulose und Chitin, was in Zellmembranen und 
Septen zu finden ist. Die Septen der Hefe enthalte mehr Chitin, was dazu führt, dass dort mehr 
Calcofluor white gebunden wird und damit eine stärkere Fluoreszenz auftritt, als an den 
Zellmembranen. Um die Zellen mit DAPI und Calcofluor white anfärben zu können, wurden 
300 µL einer S. pombe Hauptkultur entnommen, einmal mit 1x PBS (140 mM NaCl; 2,7 mM 
KCl; 10,1 mM Na2HPO4) gewaschen und in 100 µL 1x PBS resuspendiert. Anschließend 
wurden 5-8 µL der Zellsuspension auf einen Objektträger getropft und bei 60 °C eingetrocknet. 
Nun wurde sowohl 1 µL DAPI (10 µg/mL in PBS), als auch 1 µL Calcofluor white (1 mg/mL 
in PBS) aufgetropft und nach 2-3 Min. mit dem Mikroskop untersucht. Dazu wurde das 
Mikroskop Axiophot 2 der Firma Zeiss verwendet, welches ein Objektiv mit 100-facher 
Vergrößerung besitzt. Für die Aufnahmen wurde eine PCO Pixelfly Kamera verwendet, die 
durch eine Software bedient wurde, welche von der AG Schnabel (TU Braunschweig) 
entwickelt worden ist.  
 RNA-Isolierung aus S. pombe nach Nischt et al (1986) 
Die Isolierung der Gesamt-RNA von S. pombe wurde nach dem Protokoll von Nischt et al 
(1986) durchgeführt. Dazu wurden 20-50 mL einer wachsenden S. pombe Kultur durch 3 Min. 
Zentrifugation bei 3000 UpM geerntet, mit 20 mL H2Obidest. gewaschen und das Pellet bei -
80 °C eingefroren. Um die RNA zu isolieren, wurden zu dem aufgetauten Pellet 0,3 g 
Glasperlen (0,5 mm Durchmesser) und 400 µL LETS-Puffer mit 1 % LiDS (100 mM LiCl; 10 
mM Tris-HCl, pH 7,4; 10 mM EDTA, Lithiumsalz in 1 % LiDS) gegeben. Die Zellen wurden 
zweimal für 30 Sek. mit 5,7 m sek-1 im BeadBeater (Precellys24, Peqlab) aufgeschlossen. 
Anschließend wurden 400 µL LETS-Puffer (0,2 % LiDS) hinzugefügt und gevortext. Nun 
wurden 800 µL PCIA dazu gegeben, gevortext und 10 Min. bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die 
obere wässrige Phase wird in ein neues 1,5 mL Eppendorfgefäß überführt und erneut mit 
800 µL PCIA extrahiert. Die wässrige Phase wurde wieder in ein neues Eppendorfgefäß 
überführt und um Phenolreste zu entfernen, mit 800 µL Chloroform extrahiert. Um die RNA 
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zu fällen wurde die wässrige Phase in ein Corex-Röhrchen gegeben und mit 40 µL 5 M LiCl 
sowie 5 mL 96 % EtOH versetzt. Nun folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt für 20 Min. bei 
13.000 UpM 4 °C. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet mit 2,5 mL 70 % EtOH 
gewaschen und in der Speed-Vac getrocknet. Die RNA wurde in 200 µL DEPC-Wasser gelöst 
und bei -80 °C eingefroren. 
 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
Um die Spleißeffizienz ausgewählter Gene untersuchen zu können, wurde eine Reverse 
Transkriptase PCR in einem Ein-Schritt System durchgeführt. Dazu wurde, wie unter Absatz 
5.8 beschrieben, die gesamte RNA mit Hilfe einer Phenol/Chloroform-Extraktion aus den 
Hefezellen isoliert.  
5.9.1 DNAseI-Verdau 
Zunächst wurde ein Verdau mit DNAseI durchgeführt werden, um Reste genomischer DNA zu 
entfernen. Dazu wurden 5 µg RNA in einem 25 µL Ansatz mit RNAse-freier DNAseI (RQ1 
Promega) für 10 Min. bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe des 
Stopp-Puffers und 10 minütigem Erhitzen auf 80 °C gestoppt und die RNA direkt in der 
RT-PCR verwendet.  
5.9.2 RT-PCR Bedingungen und Oligos 
Zur Durchführung der RT-PCR wurde die Tth-Polymerase der Firma Roboklon verwendet. Die 
aus dem Bakterium Thermus thermophilus stammende hitzestabile Tth-Polymerase besitzt in 
Anwesenheit einer hohen Konzentration an Mangan-Ionen Reverse Transkriptase Aktivität, 
wobei zeitgleich die Aktivität der DNA-Polymerase gehemmt wird. Außerdem kann der RT 
Schritt mit diesem Enzym bei 70 °C durchgeführt werden, was hilft Sekundärstrukturen der 
RNA aufzulösen. Die verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion hergestellt und sind 
neben der jeweils eingesetzten RNA-Menge, der verwendeten Schmelztemperatur, sowie der 
Anzahl der Zyklen in Tabelle 20 angegeben. Die RT-PCR besteht aus zwei Schritten, die zwar 
in einem PCR-Gefäß aber in unterschiedlichen Puffersystemen stattfinden. Im ersten Schritt 
findet die Reverse-Transkription statt, die dazu führt, dass cDNA entsteht. Nachdem die cDNA-
Synthese abgeschlossen ist, wird ein zweiter Mix dazugegeben, in dem die PCR stattfindet, die 
zu einer Amplifikation der einzelnen DNA-Fragmente führt.  
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PCR-Ansatz: PCR-Programm: 
Mix 1: Tm 3´  
0,2-0,6 µg RNA 70 °C 25´  
0,5 µL 10x RT-Puffer STOP  Zugabe Mix2 
0,5 µL dNTPs (10 mM) 
0,5 µL Rückwärts-Primer (10 mM) 
 
 
0,2 µL MnCl2 (50 mM) 
0,25 µL Tth-Polymerase (5 U/µL) 
mit H2Obidest. auf 5 µL auffüllen 
Mix 2: 94 °C 30´´  
              28-45x 0,3 µL EGTA Tm-5 °C 30´´ 
2 µL 10x Puffer Pol A 72 °C 2´/kb 
1,6 µL dNTPs 4°C 
2,5 µL Vorwärts-Primer (10mM) 
 
2 µL Rückwärts-Primer (10 mM) 
0,8 µL MgCl2 (50 mM) 
10,8 µL H2Obidest.  
 







0,2  53 28 
ade2_E2_R ATCCTTTGCGATAATGTTGATGTCT 
ade2_E2_F TATATAGTCGACCGAGCACAGACATCAACATTATCG 
0,2  51,5 28 
ade2_E3_R AATTCAGCCCAATGATACAAGTGAT 
cdc2_E1_F TACCGCTAGGTTGCTTCTTTT 
0,6 58,5 45 
cdc2_E3_R GCCCCAGTTTCTGAAATTCG 
cdc2_E3_F CTTGCGAGGTCATTTGGTGT 
0,6 54,5 45 
cdc2_E5_R TGGGCAGGGTCATAAACAAG 
Fortsetzung auf nächster Seite 
 
Tabelle 19| RT-PCR Protokoll 
Tabelle 20| RT-PCR Oligos und Bedingungen   
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0,2 55,1 28 
fta4_E2_R GCCATGGATGGGGAAGTG 
mrp17_E1_F CTAGGCCAGCTGCAAATG 
0,2 55,5 28 
mrp17_E2_R CTGTGGGGTTACTGTAAAAGG 
mrp17_E2_F GGTGTGGTCGTTGATGTTG 
0,2 54,3 28 
mrp17_E3_R GATAATTGGACAGCTCTGCG 
ppk8_Mut_F CGGAAGAGAACTCTAATAATTTATTTTGCAA 
0,6 60 45 ppk8_WT_F CGGAAGAGAACTCTAATAATTTATTTTGCAC 
ppk8_E2_R CGCTCTCTTCACTCTCAATGG 
pyp3_E1_F GAAAGCGCTGGCTAGAAACC 
0,2 55,8 28 
pyp3_E2_R GATGGCGTTCCCTCAATTTGG 
rbp5_E1_F ATATATGAATTCTTGGAAGACAGCTCATCAATTAGTC 
0,2 51 28 
rbp5_E2_R TATATAGAGCTCGAATTGATCCAACGTCAAATCTAAT 
rbp5_E2_F ATATATGGATCCTGAATTAGATTTGACGTTGGATCAA 
0,2  52 28 
rbp5_E3_R ATATATGAGCTCTAGATTGTGCCTTTATTTGAATCAT 
res1_E1_F TTCGCTCAAAAGGGACTTCATG 
0,6 55  45 
res1_E2_R AAGGCCGGGAAAATGACTTTTT 
res1_Mut_F GAAAAAATTCAAGGTGGTTGTGGAAGC 
0,6 55 45 
res1_WT_F GGGACTTCATGAAAAAATTCAAGGTGG 
res2_E1_F TTGGTGCGCATGAAAAAGTACA 









0,2  53  28 
tbp1_E3_R TATATAGAGCTCTTGCCACCCAAAACAACCATTTTAC
C 
Fortsetzung auf nächster Seite 
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0,2 54 28 
ura4_M1_R CAGCCCGTCTCCTTTAACATCC 
 
 RNA-Sequenzierung von Prp4as2  
Um zu untersuchen, welche Auswirkung die Inhibition der Prp4as2 Kinase auf die 
Spleißeffizienz aller S. pombe Introns hat, wurde eine RNA-Sequenzierung durchgeführt. Die 
RNA-Sequenzierung wurde von Angel Guerra-Moreno und José Ayté (Oxidative Stress und 
Cell Cycle Research Group, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Spain) vorgenommen. Die 
bioinformatische Auswertung erfolgte durch Luca Cozzuto (Bioinformatics Core, Centre de 
Regulació Genòmica (CRG), Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Spain). Für jedes Intron 
wurde, ohne Inhibition der Kinase, sowie 30 und 60 Min. nach Zugabe von 10 µM 1NM-PP1, 
die Anzahl der ungespleißten und gespleißten Transkripte bestimmt und der Logarithmus zur 
Basis 2 für das Verhältnis der beiden Werte berechnet. Der dabei errechnete Wert wird als 
Relative Splicing Efficiency Index (RSEI) bezeichnet. Handelt es sich bei dem RSEI um einen 
positiven Wert, liegt mehr mRNA als prä-mRNA vor. Liegt eine negativer Wert vor wurden 
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VI Anhang 
1 DNA- und Aminosäuresequenz der spPrp4 Kinase (GenBank acc. No. 
L10739.1) 
Das Intron, sowie die drei Nukleotide, die die Gate-Keeper Aminosäure codieren sind in der 
DNA-Sequenz rot markiert. In der Aminosäuresequenz ist die Kinasedomäne grün markiert 
und das Phenylalanin (F), das den Gate-Keeper bildet rot hevorgehoben. 
1         ATGAGTGACG ATAGATTTGC AGAAGATGAA ATTATACAGC AAAGACGGAA ACGGAGGTTG 
61        GAAATTTTAA AGAAGTACCA ACAGACTGGC AATGGCCATT CGGATTTGTC AATTCCAGAG 
121       AAAAAGCTAA AAGAAGATGT CGACCAAGTC TCTACAACGA AACCTATCGA AGCTGTACCA 
181       AAAATGAAAA CCAATGCATC TAAAATTGAG ATTAACAAAG AAGGTTCTAA TTCTAATACT 
241       AAGCTTGATG TAACTAATAG TACTACTAGT GATTCCCCCT CTATCAAATC TTCTGTACAA 
301       ATTGAAGATA CTGAAGATGA CATGTTTGCA GATTCTCCTT CGCCTTCTGT TAAGCGGCAA 
361       AACACTGGGA AAGGTATTTC CACTCTAACT AGGAGTTTTG CAGATATGCA GGATAATTGG 
421       GACGATATTG AAGGTTATTA TAAGGTAGTT CTTATGGAGG AATTGGATTC TCGTTACATC 
481       GTTCAGTCCA ACCTTGGTAA AGGCATGTTC TCTACGGTGG TCAGTGCTTT GGATCGGAAT 
541       AGAAATCAAA CTTTCGCTAT AAAAATAATT AGAAACAATG AGGTAATGTA TAAGGAGGGA 
601       CTCAAAGAAG TATCAATTCT TGAGCGACTG CAAGCAGCGG ATCGTGAAGG TAAGCAGCAC 
661       ATAATCCACT ATGAAAGGCA TTTCATGCAC AAAAATCATC TTTGCATGGT GTTTGAGATG 
721       TTAAGTCTTA ATCTTCGGGA CATTTTGAAA AAATTTGGGC GTAACGTTGG GTTGAGTATA 
781       AAGGCTGTTC GTCTGTATGC CTATCAAATG TTCATGGCAT TGGATTTGTT GAAGCAATGC 
841       AACGTAATTC ATTCAGATAT CAAACCGGAC AATATGCTGG TGAACGAAAA AAGAAATATT 
901       TTAAAAATAT GTGACCTTGG TTCTGCTTCA GATGCCTCTG AAAATGAAAT AACACCGTAC 
961       CTCGTGAGTC GATTTTATCG TGCTCCAGAA ATCAGTAAGT CTAAATAAAC GCCAAATTGC 
1021      TTATAATTCC AAAAATATGG AAATTGAATT CTTCTTCTCA TTACTTTTGT ACTCTTTTTT 
1081      CAAGATCTAA CCTTTAAAAT AGTTTTAGGC TTTCCTTATT CGTGTCCAAT AGATACATGG 
1141      AGTGTTGGAT GTTCTTTATA TGAGTTGTAT ACTGGTCAAA TACTATTTCC TGGCCGAACA 
1201      AATAACCAGA TGCTTCGCTA TATGATGGAA TGTAAGGGGA AGTTCAGTCA TAAAATGTTA 
1261      AAAAGAAGTC AATTTTTAAA TGACCATTTC GACGCGGATT TCAATTTCAT ACAAATTGAT 
1321      CATGACCCCA TTACAAATCA AGAAACGAGG AAACCTGTAA AATTCTCTAA GCCGACCAAA 
1381      GACATTCGAT CTCGTTTAAA AGAAGTCCCA ACTTCAACTG ATGAGGAATT TATAATTCGA 
1441     CAAGAGCTTA TGGATCTTTT GGAAAAATGT TTGGAGCTTA ATCCAGAGAA ACGCGTACCG 
1501      CCTGAAGTAG CTTTGAAGCA TCCTTTCTTT ATAAAAAAAT AA 
 
1         MSDDRFAEDE IIQQRRKRRL EILKKYQQTG NGHSDLSIPE KKLKEDVDQV STTKPIEAVP 
61        KMKTNASKIE INKEGSNSNT KLDVTNSTTS DSPSIKSSVQ IEDTEDDMFA DSPSPSVKRQ 
121       NTGKGISTLT RSFADMQDNW DDIEGYYKVV LMEELDSRYI VQSNLGKGMF STVVSALDRN 
181       RNQTFAIKII RNNEVMYKEG LKEVSILERL QAADREGKQH IIHYERHFMH KNHLCMVFEM 
241       LSLNLRDILK KFGRNVGLSI KAVRLYAYQM FMALDLLKQC NVIHSDIKPD NMLVNEKRNI 
301       LKICDLGSAS DASENEITPY LVSRFYRAPE IILGFPYSCP IDTWSVGCSL YELYTGQILF 
VI Anhang 
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361       PGRTNNQMLR YMMECKGKFS HKMLKRSQFL NDHFDADFNF IQIDHDPITN QETRKPVKFS 
421       KPTKDIRSRL KEVPTSTDEE FIIRQELMDL LEKCLELNPE KRVPPEVALK HPFFIKK 
 
2 Trotz stündlicher Inhibitorzugabe beginnen die Zellen erneut zu wachsen 
 
3 Häufigkeitsverteilung der Basen an den einzelnen Positionen der Spleißstellen 
bei Prp4-unabhängigen und –abhängigen Introns 
Der prozentuale Anteil der einzelnen Basen an jeder Position von Exon1/5´-SS, BS und 3´-SS 
bei Prp4-unabhängigen und –abhängigen Introns wurde berechet und gegenübergestellt. Die 
Positionen, die mehr als 10 % Unterschied aufweisen, wurden rot markiert. 
 
 

























20,6 23,8 15,3 - 99,6 2,8 36,4 3,0 71,4 20,2 100 2,4 - 28,4 72,2 - - 
Tabelle 21| Prp4-unabhängige Introns 
Abbildung 52| Stündliche Inhibitorzugabe verlängert den Wachstumsstopp nicht unbegrenzt 
Eine wachsende Kultur des Stamms 801 wurde in 3 Kulturen geteilt. Eine Kultur wurde ohne Inhibitorzugabe (schwarz), 
eine mit einmaliger Zugabe von 10 µM 1NM-PP1 (rot) und eine mit stündlicher Inhibitorzugabe von je 10 µM 1NM-PP1 
(grün) gezählt. roter Pfeil; einmalige Zugabe; grüne Pfeile, stündliche Inhibitorzugabe 
VI Anhang 
 





























23,0 25,7 23,9 - 99,9 4,5 38,7 9,0 57,0 24,0 100 3,0 - 31,2 64,0 - - 
Tabelle 22| Prp4-abhängige Introns 
Abkürzungsverzeichnis 
 









BP Verzweigungspunkt (engl. branchpoint) 
bp Basenpaare 
BS Verzweigungssequenz (engl. branch sequence) 
C Cytosin 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindole 
dm Drosophila melanogaster 
DYRK dual-specificity tyrosine-regulated kinase 
ESE exonic splicing enhancer 
FACS Fluoreszent-Activated Cell Sorting 
G Guanin 
GTP Guanosin-tri-phosphat 
hs Homo sapiens 
Inh. Inhibitor 
M Größenstandard (Marker) 
MBF MluI cell cycle box binding factor) 
Min. Minute 
mm Mus musculus 
mRNA messenger-RNA 
nt  Nukleotid 
NTC nine teen complex 
prp pre-mRNA processing  
Prp4 pre-mRNA processing protein 4 kinase 
Abkürzungsverzeichnis 
 




sc Saccharomyces cerevisiae 
Sek. Sekunde 
snRNA kleine Kern RNA (engl. small nuclear RNA) 
snRNP kleines Kern Ribonukleoprotein (engl. small nuclear Ribonucleoprotein) 
sp Schizosaccharomyces pombe 
SR Serin/Arginin-reich 
TPR tetra-trico peptide repeats 
U Uracil 
U Einheit für enzymatische Aktivität 
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